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Resumen

El trastorno por consumo de alcohol (TCA) es un problema de salud publica. La
vulnerabilidad para desarrollar un TCA esta determinada por una combinacién de
factores genéticos y ambientales. Las experiencias adversas sufridas en los
primeros 18 afios de vida vulneran a los individuos a desarrollar trastornos
psiquiatricos como el TCA y trastornos de ansiedad. Se han empleado diversos
modelos animales, p. e., la privacion de cuidado materno (PCM) o el aislamiento
social en la adolescencia, para estudiar las consecuencias del estrés temprano.
Diversos estudios han mostrado que los sistemas dopaminérgico Yy
endocannabinoide median los efectos reforzantes del alcohol. En este estudio
evaluamos los efectos de la PCM, el aislamiento social en la adolescencia y la
combinacion de ambos en el consumo de alcohol, la conducta tipo ansiedad y en la
expresion de receptores cannabinoides CB1 y CB2, y dopaminérgicos D2 y D3 en
el nucleo accumbens (NAcc). El estudio muestra que la PCM, el aislamiento social
y la combinacién de ambos aumenta la conducta tipo ansiedad y el consumo de
alcohol en ratas macho. Ademas, hay una sobreexpresion de los receptores D2 y
D3 en el NAcc en ratas expuestas a la PCM, aislamiento social y PCM + aislamiento
social. En cambio, sélo la PCM aumenta la expresion del receptor CB1. Mientras

gue no se encontraron cambios en la expresion del receptor CB2.



Abstract

Alcohol use disorder is a public health problem. The vulnerability to developing an
alcohol use disorder is determined by a combination of genetic and environmental
factors. Early life adversity increases the vulnerability to develop psychiatric
disorders such as anxiety disorders and alcohol use disorder. Animal models have
been used, e.g., maternal care deprivation or social isolation in adolescence, to
study the consequences of early life stress. The dopaminergic and endocannabinoid
systems mediate the reinforcing effects of alcohol. In this study we evaluated the
effects of maternal care deprivation, social isolation in adolescence and both on
alcohol consumption, anxiety-like behavior and on the expression of cannabinoid
receptors (CB1 and CB2), and dopaminergic receptors (D2 and D3) in the nucleus
accumbens (NAcc). The study shows that maternal care deprivation, social isolation
and the combination of both increase anxiety-like behavior and alcohol consumption
in male rats. In addition, there is an overexpression of D2 and D3 receptors in the
NAcc in rats exposed to maternal care deprivation, social isolation, and the
combination of both. In contrast, only maternal care deprivation increases the
expression of the CB1 receptor. While there are no changes in the expression of the

CB2 receptor.



INTRODUCCION

1. Neurobiologia del consumo de alcohol

1.1 Consumo de alcohol y trastorno por consumo de alcohol

El alcohol es la sustancia ubicua en nuestra sociedad, y es la sustancia de
abuso méas consumida en el mundo en forma de bebidas alcohdlicas debido a sus
efectos sociales y recreativos. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima
que, en promedio, los individuos mayores de 15 afios consumen 6.2 litros de alcohol
puro per cépita al afio (WHO, 2018). En 2014, en Estados Unidos (EE. UU.) el 87.6%
de las personas mayores de 18 afos reportaron haber consumido alcohol por lo
menos una vez en la vida y 54% reporté haber consumido alcohol por lo menos una
vez en el ultimo mes (SAMHSA, 2019). En México, 77.3% de la poblacién entre 18
y 65 afios ha consumido al menos una vez en su vida alcohol y 39.9% una vez en

el ultimo mes (Muiiiz, 2017).

El consumo de alcohol es el tercer factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedades, accidentes, muerte prematura y discapacidad en el mundo. Casi el
5% de todas las muertes en todo el mundo se atribuyen al consumo de alcohol
(Hammer, Parent, Spiker, & World Health Organization, 2018). La OMS estima que
anualmente mueren alrededor de 2.5 millones de personas por causas relacionadas
al alcohol, y que entre el 20 % de los accidentes automovilisticos son atribuibles al

consumo del alcohol (Hammer et al., 2018; WHO, 2009). De igual forma, el consumo



de alcohol ocasiona muchos problemas sociales graves, como la violencia, el
abandono y abuso infantil y el ausentismo en el lugar de trabajo (Hammer et al.,

2018).

A pesar de que la gran mayoria de la poblacion a nivel mundial ha consumido
alcohol y un gran porcentaje son usuarios recurrentes, la proporcion de usuarios de
bebidas alcohdlicas que desarrolla un trastorno por consumo de alcohol o adiccién
al alcohol solo representa una pequefia parte de esta poblacion. Por ejemplo, en
México, solo el 5.4% de los individuos entre 12 y 65 afios cumple con el criterio de
trastorno por consumo de alcohol (Mufiz, 2017), en EEUU el 5.3% de individuos
mayores a 18 afios han desarrollado un trastorno por consumo de alcohol
(SAMHSA, 2019). El trastorno por consumo de alcohol esta caracterizado por el
consumo en cantidades o periodos mayores a lo que se pretendia, el sujeto siente
un fuerte deseo por ingerir alcohol, el consumo se mantiene a pesar de conocer los
problemas fisicos y psicolégicos causados por el mismo, la tolerancia, el sindrome

de abstinencia, el deterioro social, entre otros (DSM-5; APA, 2013).

Los estudios epidemiolégicos sugieren que no todos los individuos que
consumen alcohol de manera recreativa y recurrente se vuelven adictos. Diversas
investigaciones han sugerido que existen factores genéticos y ambientales que
predisponen a un individuo a que desarrolle un trastorno por consumo de alcohol
(Enoch, 2011; Enoch & Goldman, 2001; Hines et al., 2015). Para interés de este
trabajo so6lo se abordaréa el estrés temprano, el cual se abordara en el capitulo 3,
como uno de los muchos factores ambientales que predisponen a que un individuo

desarrolle trastorno por consumo de alcohol, sin embargo, cabe mencionar que a la



fecha se han detectado diversos genes involucrados en la predisposicion al
desarrollo del trastorno por consumo de alcohol, por ejemplo, genes que codifican
a las diferentes subunidades del receptor GABAA (Gabral, Gabra5, Gabrd, Gabrrl),
que codifican a receptores dopaminérgicos (Drd1, Drd2, Drd3), serotoninérgicos
(Htrlb, Htr3a), a receptores opioides (Oprm1, Oprdl, Oprkl) y cannabinoides (Cnrl,
Cnr2) y genes que codifican a enzimas relacionadas con el metabolismo del alcohol
(Adh2, Adh3, Aldh2) y de algunos neurotransmisores (Dbh, Faah, Comt) (Enoch &

Goldman, 2001; Kimura & Higuchi, 2011).

1.2 Neurobiologia del consumo del alcohol

El alcohol ha sido utilizado desde la antigiiedad para alcanzar un estado
euforico y de bienestar. Sin embargo, fue hasta 1954 cuando se empezaron a
descubrir los sustratos neuroanatomicos y los mecanismos neurobiolégicos que
explicaban los efectos placenteros del alcohol. La historia comienza en la década
de los 50 cuando los investigadores James Olds y Peter Milner en la McGill
University descubren por serendipia el sistema del placer o sistema de motivacion

y recompensa (Olds & Milner, 1954).

1.2.1 El sistema de motivacion-recompensa (Sistema del placer)

Olds y Milner observaron que los animales repetidamente regresaban a un
area del laboratorio en donde los animales habian recibido una leve estimulacién

eléctrica en estructuras subcorticales, anatdmicamente asociadas con el haz medial

3



del cerebro basal anterior. Modificando una caja operante, lograron que los animales
presionaran una palanca para autoestimularse eléctricamente esa zona del cerebro.
Las ratas llegaron a presionar la palanca hasta siete mil veces por hora para recibir
la estimulacion eléctrica (Figura 1) (Olds & Milner, 1954). A raiz de este
descubrimiento Olds realiz6 numerosos estudios para mapear el sistema de
motivacion-recompensa y determinar su importancia en la modulacion de la
conducta; mostro que las ratas preferian presionar la palanca en lugar de consumir
alimento, aunque estuvieran hambrientas; al agua, aunque estuvieran sedientas; a
una hembra en estro, o incluso eran capaces de cruzar una rejilla electrificada con
el fin de autoestimularse en el “sistema del placer” (Olds, 1956). De esta forma
mostré que existia un sistema cerebral encargado del reforzamiento y de la

sensacion subjetiva de placer.
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Figura 1.1: Descubrimiento del sistema de motivacion-recompensa (Experimento de Olds).
Tomada de Olds, 1956. llustra el experimento de Olds, donde una rata implantada presiona de
forma repetida una palanca para recibir un pulso eléctrico (Olds, 1956).



Més tarde, en primates no humanos y utilizando la estimulacion eléctrica
intracraneal se confirmé que existia una correlacion entre los sustratos anatémicos
en el cerebro de primates con los de los roedores (Routtenberg, Gardner, & Huang,
1971). Posteriormente, se determind que las fibras mielinizadas descendentes del
haz medial del cerebro anterior eran el sustrato neural de la recompensa por
estimulaciéon eléctrica (Gallistel, Shizgal, & Yeomans, 1981). Este sistema tiene
origen en los nucleos cama del haz medial del prosencéfalo, las fibras descienden
al &rea tegmental ventral (VTA, por sus siglas en inglés) del mesencéfalo a través
del fasciculo prosencefalico medial, y ascienden a través de este mismo fasciculo a
varias estructuras que incluyen el NAcc, el tubérculo olfatorio, la amigdala, el
hipocampo y la corteza prefrontal (CPF) (Gardner, 2011); esta via también es
conocida como la via dopaminérgica mesocorticolimbica (Figura 1.2). Este sistema
media las propiedades reforzantes de reforzadores naturales y necesarios como el
alimento, el sexo y la crianza (Hansen, Harthon, Wallin, Lofberg, & Svensson, 1991;
Schultz, 1997). De igual forma, en humanos, se activa con otro tipo de estimulos
placenteros como reforzadores monetarios, escuchar musica, mirar fotos de amigos
o la pareja (Kampe, Frith, Dolan, & Frith, 2001; Koepp et al., 1998; Menon & Levitin,
2005; Pappata et al., 2002). Ademas, las sustancias de abuso, incluido el alcohol,
activan al sistema de motivacion-recompensa (Volkow & Morales, 2015).
Adicionalmente, diversos estudios han demostrado que la liberaciéon de dopamina
en el NAcc esta involucrada en la sensacion placentera generada por estos

reforzadores (Hajnal & Norgren, 2001; Pappata et al., 2002).
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Figura 1.2: Sistema de motivacién-recompensa. llustra en un corte sagital de cerebro humano la
via dopaminérgica mesocorticolimbica que proyecta del VTA al NAcc, el hipocampo, la amigdala y
ala CPF.

1.2.2 Sistema dopaminérgico

La dopamina (DA) se descubri6 en 1957 en el cerebro de diferentes especies
animales, incluido en el cerebro humano por Kathleen Montagu y Arvid Carlsson;
aunque fue Carlsson el primero en mostrar que se trataba de un nuevo
neurotransmisor y no sélo un precursor de la noradrenalina (Carlsson, Lindqvist, &
Magnusson, 1957; Montagu, 1957). La DA es biosintetizada a partir de la L-tirosina

a través de la tirosina hidroxilasa (TH) para transformarla en L-dopa, la cual a su



vez es sustrato de la DOPA-descarboxilasa, que finalmente la transforma en DA
(Christenson, Dairman, & Udenfriend, 1970). Una vez sintetizada la DA en las
neuronas dopaminérgicas es vesiculada a través del transportador vesicular de
monoaminas 2 o VMAT2 para protegerla de ser degradada por accidon enzimatica
(Figura 1.3). La concentracion dentro de las vesiculas es 10 a 1000 veces mayor

gue en el citosol (Eiden & Weihe, 2011).

Una vez liberada la DA ejerce sus efectos a través de 5 receptores
metabotropicos (D1 - D5) (Figura 1.3). Basados en sus propiedades farmacoldgicas
y estructurales estos receptores se pueden clasificar en dos familias: los receptores
tipo D1y los receptores tipo D2. Los receptores tipo D1 comprenden a los receptores
D1 y D5, los cuales estan acoplados a una proteina Gs. La activacion de estos
receptores facilita la actividad de la adenilato ciclasa (AC), lo que produce un
incremento en las concentraciones intracelulares de adenosina-5-aminofosfato
ciclico (AMPc) (Sunahara et al., 1991; Zhou et al., 1990). Esto induce la activaciéon
de la proteina cinasa A (PKA, por sus siglas en inglés) dando como resultado la
fosforilacidon de diversas proteinas y la induccion en la expresiéon de genes (Beaulieu
& Gainetdinov, 2011). La familia de receptores tipo D2 comprenden a los receptores
D2, D3 y D4 y estan acoplados a una proteina Gi, la cual inhibe la formacién
intracelular de AMPc (Dal Toso et al., 1989; Sokoloff, Giros, Martres, Bouthenet, &
Schwartz, 1990; Van Tol et al., 1991), reduciendo la actividad de la PKA, activando

canales de K* y modulando otros canales i6nicos (Beaulieu & Gainetdinov, 2011).
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Figura 1.3: Neurotransmisién dopaminérgica. llustra la sintesis de dopamina (DA) a partir de
tirosina. La DA es vesiculada por el transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT2) para que
pueda ser liberada en el espacio sinaptico. Después de ser liberada puede activar a los receptores
tipo D1 o0 D2 o a los autoreceptores, o ser transportada al interior de la neurona presinaptica a través
del transportador de dopamina (DAT) para que pueda ser degradada por la monoamino oxidasa
(MAO) y la catecol-O-metiltranferasa (COMT). Creado con BioRender.com.



El receptor D1 esté expresado principalmente en el caudado-putamen, NAcc,
bulbo olfatorio, substancia nigra, amigdala y en la corteza frontal (CxF), y en menor
cantidad en el cerebelo, hipocampo, talamo e hipotalamo (Mengod et al., 1991;
Missale, Russel Nash, Robinson, Jaber, & Caron, 1998). En contraste, el receptor
D5 tiene una menor expresion en comparacion con el receptor D1. Y se encuentra
expresado principalmente en la corteza cerebral, hipocampo, hipotalamo, caudado-
putamen, NAcc y substancia nigra (Missale et al., 1998). En cambio, el receptor D2
se encuentra expresado principalmente en el estriado, NAcc y bulbo olfatorio y en
menor concentracion en el VTA, substancia nigra, septum, amigdala, hipocampo,
hipotadlamo y en la corteza cerebral (Bouthenet et al., 1991; Jackson & Westlind-
Danielsson, 1994). Mientras que el patron de distribucion del receptor D3 estd més
limitado y s6lo ha mostrado su expresién en el NAcc, bulbo olfatorio, estriado dorsal,
VTAy en el cerebelo (Bouthenet et al., 1991; Diaz et al., 1995; Jackson & Westlind-
Danielsson, 1994), mientras el D4 se encuentra principalmente expresado en la
corteza frontal, amigdala, hipotdlamo, mesencéfalo e hipocampo (Missale et al.,

1998; Van Tol et al., 1991).

La DA es recapturada por la neurona presinaptica a través de un
transportador dependiente de Na* y CI, mejor conocido como DAT (Harrington,
Augood, Kingsbury, Foster, & Emson, 1996). La DA puede ser metabolizada en el
cerebro por diversas reacciones enzimaticas (Figura 1.3). La monoamina oxidasa
(MAO) y la catecol-O-metiltransferasa (COMT) son las dos principales enzimas que

degradan a la DA. La MAO se localiza en la parte exterior de la membrana de las



mitocondrias y esta presente tanto en las terminales sinapticas como en la glia. Se
han descrito dos isoformas de la MAO: la isoforma A y B, las cuales estan
codificadas en dos genes distintos. La MAO-A se expresa preferentemente en las
neuronas dopaminérgicas y noradrenérgicas, mientras que la MAO-B se expresa
preferentemente en glia y en neuronas serotoninérgicas. La MAO se encarga de
biotransformar a las catecolaminas a sus respectivos aldehidos, y estos a su vez
son oxidados rapidamente por una aldehidodeshidrogenasa, produciendo acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC por sus siglas en inglés). Por otro lado, la COMT
cataliza la metilacién del catecol gracias a una S-adenosilmetionina para generar 3-
metoxitiramina (3-MT) (Eisenhofer, Kopin, & Goldstein, 2004). Se han descrito dos
isoformas de la enzima, una soluble y otra que se encuentra acoplada a las
membranas. Esta ultima se encuentra expresada principalmente en el SNC, sobre
todo en neuronas y tiene alta afinidad por las catecolaminas. En cambio, la isoforma
soluble se encuentra expresada principalmente en la periferia, pero también en la
glia, y tiene baja afinidad por las catecolaminas. La expresion y la actividad de la
COMT dependen de la estructura; por ejemplo, la expresion y actividad de la enzima
es mayor en la corteza frontal que en el estriado y otras partes del cerebro
(Eisenhofer et al., 2004). Los principales metabolitos de la DA son el &cido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC por sus siglas en inglés), el &cido homovanilico (HVA
por sus siglas en inglés) y en menor medida la 3-MT. El HVA se produce del
metabolismo del DOPAC por la COMT y del metabolismo del 3-MT por la MAO

(Eisenhofer et al., 2004).
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Los niveles extracelulares de DA son modulados a través de dos
mecanismos, uno fasico y uno tonico (Floresco, West, Ash, Moorel, & Grace, 2003).
La transmision tonica produce una liberacion basal de DA, y esta regulada por la
actividad de otras neuronas. En contraste, la liberacion fasica de DA es generada
directamente por potenciales de accion en las neuronas dopaminérgicas que
resultan en un aumento rapido y transitorio de las concentraciones de DA
extracelulares (Floresco et al., 2003; Venton et al., 2003). La liberacion ténica de DA
es “baja” en comparacion con la liberacién fasica. Sin embargo, esta concentracién
es suficiente para activar a los receptores D2 y D3 presinapticos, debido a la alta
afinidad de los receptores tipo D2 por la DA en relacién con los receptores tipo D1
(Beaulieu & Gainetdinov, 2011; Tritsch & Sabatini, 2012). En cambio, la liberacién
fasica de DA puede alcanzar concentraciones de 1.6 mM y saturar a los receptores

D2, y activar a los receptores D1 (Dreyer, Herrik, Berg, & Hounsgaard, 2010).

1.2.3 La funcién de la dopaminay sus receptores en el reforzamiento y

consumo de alcohol

Una de las primeras evidencias que relacionaban al sistema dopaminérgico
con los efectos farmacoldgicos del alcohol es un estudio realizado por el grupo del
doctor Arvid Carlsson donde mostraba que la a-metiltirosina, un inhibidor de la
sintesis de catecolaminas, reducia los efectos euforicos y hedonicos inducidos por
el alcohol (Ahlenius, Arvid Carlsson, Engel, Svensson, & Per Sodersten, 1973).
Posteriormente, se mostrO que la administracion de alcohol en animales de
experimentacion aumentaba la liberacion de DA en el NAcc de manera dosis
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dependiente (Di Chiara & Imperato, 1986; Weiss et al., 1993), similar a lo que
también se ha mostrado para otras substancias de abuso (Di Chiara & Imperato,
1988). Adicionalmente, se ha mostrado que la autoadministracion de alcohol en
ratas con alta preferencia por alcohol muestran una mayor liberacion de DA en el
NAcc en comparacién con ratas con baja preferencia por alcohol (Weiss et al.,
1993). También se ha reportado que el consumo de alcohol en humanos promueve
la liberacion de DA en el estriado ventral (Boileau et al., 2003). Adicionalmente, se
ha observado que la administracion de alcohol incrementa la tasa de disparo de las
neuronas dopaminérgicas del VTA que proyectan al NAcc de manera dosis

dependiente (Brodie, Shefner, & Dunwiddie, 1990).

Como se mencion6 previamente, la DA ejerce sus efectos a través de 5 tipos
de receptores dopaminérgicos. Diversos estudios han mostrado la funcién de estos
receptores en el consumo de alcohol (Tabla 1 y 2). Por ejemplo, la administracion
cronica de un agonista al receptor D1 aumenta la autoadministracion de alcohol
(D’Souza, lkegami, Olsen, & Duvauchelle, 2003). Por otro lado, la administraciéon
sistémica de un antagonista al receptor D1 reduce el consumo de alcohol (EI-Ghundi
et al., 1998). De igual forma, la administracion en el NAcc de un antagonista D1
reduce la autoadministracion de alcohol, mientras la administracion intra-NAcc de
un agonista D1 no modifica la autoadministracion (Hodge, Samson, & Chappelle,
1997). Asimismo, la administracion de un antagonista del receptor D1 previene el
condicionamiento de preferencia de lugar (CPP) por alcohol cuando se administra
de manera sistémica o en el NAcc (Bahi & Dreyer, 2012; Pina & Cunningham, 2014;

Young, Dreumont, & Cunningham, 2014). Adicionalmente, ratones KO para el
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receptor D1 consumen una menor cantidad de alcohol (EI-Ghundi et al., 1998) en
comparacién con los ratones de tipo silvestre (WT, por sus siglas en inglés);

mientras que la reduccion de la expresion del receptor D1 en el NAcc reduce el

consumo de alcohol y el CPP por alcohol (Bahi & Dreyer, 2012).

Tabla 1: Efectos farmacoldgicos de los receptores dopaminérgicos sobre el consumo y
preferencia de alcohol

Mecanismo Administracion Resultado Referencia
farmacolégico
Agonismo D1 Sistémica 1 Autoadministracion D’Souza et al. 2003
Agonismo D1 Intra-NAcc Sin efecto Hodge et al., 1997
Antagonismo D1 Sistémica | Autoadministracion El-Ghundi et al., 1998; Bahi et
| CPP al., 2012; Pina & Cunningham,
2014
Antagonismo D1 Intra-NAcc | Autoadministracion Hodge et al., 1997; Young et
| CPP al., 2014
Agonismo D2 Intra-VTA | Autoadministracién Nowak et al., 2000
Antagonismo D2 Sistémico | Autoadministracién Czachowski, Chappell, &
Samson, 2001; Czachowski,
Santini, Legg, & Samson,
2002; Hodge et al., 1997
Antagonismo D2 Intra-NAcc | Autoadministracién Hodge et al., 1997
Antagonismo D2 Intra-VTA Sin efecto Nowak et al., 2000
Antagonismo D2 Intra-CPF | Autoadministracion Engleman et al., 2020
Agonismo D3 Sistémico 1 Autoadministracion Bahi & Dreyer, 2014;
Silvestre, O’Neill, Fernandez,
& Palacios, 1996
Antagonismo D3 Sistémico | Autoadministracion Heidbreder et al.,, 2007;

Leggio et al., 2014; Rice et al.,
2015

También se ha mostrado la importancia del receptor D2 en el consumo de

alcohol, por ejemplo, la administracién sistémica e intra-NAcc de antagonistas D2
reducen la autoadministracion de alcohol en animales de experimentacion
(Czachowski, Chappell, & Samson, 2001; Czachowski, Santini, Legg, & Samson,
2002; Hodge et al., 1997). De igual forma, la administracion de un agonista D2 en

el VTA reduce el consumo de alcohol; sin embargo, la administracién del
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antagonista D2 intra-VTA no produce ningun efecto (Nowak, McBride, Lumeng, Li,
& Murphy, 2000); en cambio, la administracion de un antagonista del receptor D2
en la CPF infralimbica reduce el consumo y la autoadministracion de alcohol

(Engleman et al., 2020).

Tabla 2: Efectos de la manipulacion genética de los receptores dopaminérgicos sobre el
consumo y preferencia de alcohol

Receptor Manipulacién genética Resultado Referencia
D1 KO | Autoadministracion El-Ghundi et al., 1998
D1 |Expresién en NAcc | Autoadministracion Bahi & Dreyer, 2012
| CPP
D2 KO | Autoadministracion Rising et al., 2000;
Phillips et al., 1998
D2 1Expresion en NAcc | Autoadministracion Thanos et al., 2011,
2004, 2005
D3 KO | Autoadministracion Leggio et al., 2014
D3 |Expresién en NAcc | Autoadministracion Bahi & Dreyer, 2014
| CPP
D3 TExpresiéon en NAcc 1 Autoadministracién Bahi & Dreyer, 2014
1 CPP

Por otro lado, ratones KO del receptor D2 se autoadministran una menor
cantidad de alcohol (Risinger, Freeman, Rubinstein, Low, & Grandy, 2000) y
consumen una menor cantidad de alcohol en una tarea de eleccion libre entre una
botella de agua y una de alcohol al 10% (Phillips et al., 1998). Por otro lado, la
sobreexpresion del receptor D2 en el NAcc reduce el consumo de alcohol, incluso
en roedores genéticamente seleccionados para consumir altas cantidades de
alcohol (Thanos, Rivera, et al., 2005; Thanos et al., 2004, 2001). Ademas, cepas de
roedores genéticamente seleccionadas para consumir altas cantidades de alcohol
tienen menor expresion del D2 en el NAcc en comparacion con animales control

(Bice, Liang, Zhang, Strother, & Carr, 2008; McBride, Chernet, Dyr, Lumeng, & Li,
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1993; Stefanini et al., 1992); hallazgo que también se ha observado en humanos.
Utilizando el PET, se ha mostrado que los individuos con trastorno por consumo de
alcohol tienen baja expresion del receptor D2 en el estriado (Heinz et al., 2004;
Volkow et al.,, 1996). En contraste, individuos sanos con familiares alcohdlicos
tienen una alta expresion del D2 en el estriado, sugiriendo un efecto protector del
D2 (Volkow et al., 2006). Estas evidencias sugieren que la baja expresion del D2 en

el NAcc aumenta la vulnerabilidad a consumir altas cantidades de alcohol.

Asimismo, se ha descrito la participacion del receptor D3 en el reforzamiento
y consumo de alcohol. Se ha mostrado que la administracion de un antagonista al
receptor D3 reduce la busqueda y el consumo de alcohol (Heidbreder et al., 2007;
Leggio et al., 2014; Rice et al., 2015), incluso en animales con alto consumo de
alcohol (Thanos, Katana, et al., 2005); mientras la administracion de un agonista D3
aumenta el consumo de alcohol (Bahi & Dreyer, 2014; Silvestre, O’'Neill, Fernandez,
& Palacios, 1996). Por otro lado, ratones KO del receptor D3 consumen una menor
cantidad de alcohol que los ratones control (Leggio et al., 2014). En cambio, la
sobreexpresion del receptor D3 en el NAcc aumenta el consumo y el CPP por
alcohol; mientras que reduccion de la expresion del receptor D3 en el NAcc previene
el CPP por alcohol y reduce el consumo del mismo (Bahi & Dreyer, 2014). También
se ha descrito que el consumo crénico de alcohol aumenta la expresion del ARNm

del receptor D3 en el estriado (Leggio et al., 2014).
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1.3 Regulacién del sistema de motivacion y recompensa

El sistema de recompensa esta regulado por diversas estructuras. Las
neuronas dopaminérgicas del VTA reciben proyecciones glutamatérgicas del nucleo
pedunculopontino tegmental (PPT), del nucleo laterodorsal tegmental (LDT), de la
habénula lateral, (HbL), de la CPF medial, de nlucleo cama de la estria terminalis
(BNST, por sus siglas en inglés), de la sustancia gris periacueductal (SGP) y del
raphé dorsal (RD) (Carr & Sesack, 2000; Charara, Smith, & Parent, 1996; Georges
& Aston-Jones, 2001; Omelchenico & Sesack, 2005; Omelchenko & Sesack, 2006,
2010; Qi et al., 2014). También recibe proyecciones GABAérgicas del NAcc, SGP,
RD, del hipotalamo lateral (HL), del palido ventral (VP) y del ndcleo rostromedial
tegmental (RMTg) (Hjelmstad, Xia, Margolis, & Fields, 2013; Jhou, Fields, Baxter,
Saper, & Holland, 2009; Nieh et al., 2016; Omelchenko & Sesack, 2010; Hongbin
Yang et al.,, 2018). Todas estas estructuras (Figura 1.4) regulan la actividad del
sistema de motivaciéon y recompensa y por ende el reforzamiento al alcohol. Se ha
mostrado las proyecciones glutamatérgicas del LDT que proyectan a las neuronas
dopaminérgicas del VTA inervan al NAcc, y su activacion optogenética produce CPP
(Lammel et al., 2012). Por otro lado, la activacion de las neuronas glutamatérgicas
del RD libera glutamato en el VTA e incrementan la tasa de disparo de las neuronas
dopaminérgicas del VTA que a su vez promueven la liberacion de DA en el NAcc y
el reforzamiento (Qi et al., 2016). En contraste, la activacion optogenética de las
neuronas glutamatérgicas de la HbL que proyectan a las dopaminérgicas del VTA
gue proyectan a la CPFm producen condicionamiento aversivo de lugar (CPA, por

sus siglas en inglés); y este efecto se ve revertido por la administracion de un
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antagonista al receptor D1 en la CPFm (Lammel etal.,, 2012). También se ha
mostrado que las neuronas glutamatérgicas de la HbL proyectan al RMTg, la
activacion optogenética del RMTg también produce aversion al inhibir la actividad
de las neuronas dopaminérgicas del VTA y previene el consumo de reforzadores

(Tan et al., 2012; Van Zessen, Phillips, Budygin, & Stuber, 2012).
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Figura 1.4: Regulacion del area tegmental ventral (VTA). llustra las estructuras que proyectan al
VTA y regulan al sistema de motivacion y recompensa. PPT: niicleo pedinculopontino tegmental,
LDT: nicleo laterodorsal tegmental, HbL: habénula lateral, corteza prefrontal medial: CPFm, BNST:
nucleo cama de la estria terminales, SGP: sustancia gris periacueductal, RD: raphé dorsal, NAcc:
ndcleo accumbens, HL: hipotalamo lateral (HL), VP: pélido ventral y RMTg: nucleo rostromedial
tegmental.
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Como ya se menciond, otro componente importante del sistema de
motivacion y recompensa es el NAcc, el cual se puede subdividir en una parte
central o core rodeada por una corteza o shell. La comisura anterior esta rodeada
por el NAcc core; mientras que este esta rodeado a su vez por el NAcc shell (Neto,
Oliveira, Correia, & Ferreira, 2008). Las diferencias entre el core y el shell del NAcc
se han definido por criterios histoquimicos, electrofisiolégicos, celulares y

conectivos (Heimer, Zahm, Churchill, Kalivas, & Wohltmann, 1991).

El principal tipo neuronal del NAcc son las neuronas espinosas medianas
(MSN, por sus siglas en inglés) que conforman entre el 90-95% del total de las
neuronas del NAcc. Las MSN son neuronas GABAérgicas, y se pueden dividir en
dos subpoblaciones basados en el tipo de receptor dopaminérgico que expresan
(D1 o D2) y del perfil de expresion de neuropéptidos (Gerfen & Surmeier, 2011). El
otro 5 — 10% de neuronas del NAcc son interneuronas colinérgicas o interneuronas

GABAérgicas (Kawaguchi, Wilson, Augood, & Emson, 1995).

Las MSN que expresan el receptor D1 (D1-MSN) coexpresan dinorfina,
sustancia P y el receptor muscarinico M4; mientras que las que expresan el D2 (D2-
MSN) coexpresan encefalina, neurotensina y el receptor a adenosina (A2a) (Le
Moine & Bloch, 1995). Dado que la cascada de sefializacidon de los receptores D1y
D2 es completamente diferente, la activacién de estos receptores por la dopamina
produce diferentes respuestas. Ambos tipos neuronales contribuyen de manera
diferencial en las conductas hedodnicas. El grupo de Eric Nestler estudiando la
respuesta a diferentes sustancias de abuso, describieron diferentes patrones de

inducciéon de AFosB, por ejemplo, la cocaina, alcohol y el A°-tetrahidrocannabinol
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(THC) inducen la expresion de AFosB unicamente en las D1-MSN, mientras que
heroina y morfina induce AFosB en ambas subpoblaciones (Lobo et al., 2013). Otras
investigaciones han mostrado que la sobreexpresion de AFosB en las D1
incrementa la sensibilizacion a la cocaina y aumento del CPP; mientras que la
sobreexpresion de AFosB en las D2-MSN no produce consecuencias conductuales
(Grueter, Robison, Neve, Nestler, & Malenka, 2013). De igual forma, la activacion
optogenética de las D1-MSN o D2-MSN produce efectos opuestos en el
reforzamiento a cocaina, la activacién de las D1-MSN facilita la preferencia y la
basqueda de la sustancia de abuso, mientras que la activacion de las D2-MSN
reduce la preferencia y la busqueda de la sustancia de abuso (Lobo et al., 2010).
Por lo tanto, la activacion de las D1-MSN estd regulando positivamente el
reforzamiento, mientras que las D2-MSN lo regulan de manera negativa. Un estudio
mAas reciente ha mostrado que la activacion optogenética de las terminales D1-MSN
del NAcc lateral en el VTA produce CPP. Las D1-MSN estan proyectando a
interneuronas GABAérgicas, por lo tanto, su activacion estaria inhibiendo la
inhibicién ténica de las interneuronas GABAérgicas y por lo tanto facilitando la

actividad de las neuronas dopaminérgicas del VTA (Yang et al., 2018).

El NAcc no sélo recibe proyecciones dopaminérgicas de la via mesolimbica
del VTA. También recibe proyecciones dopaminérgicas de la substancia nigra
(Deutch & Cameron, 1992; Phillipson & Griffiths, 1985). Mientras las proyecciones
dopaminérgicas del VTA inervan principalmente la regién shell del NAcc; el NAcc
core recibe proyecciones principalmente de la substancia nigra (Deutch & Cameron,

1992).
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El NAcc también recibe proyecciones glutamatérgicas que regulan el
reforzamiento, por ejemplo, de la amigdala basolateral (BLA, por sus siglas en
inglés), hipocampo, tdlamo, LDT y de la CPF (Coimbra et al., 2019; da Silva Lopes,
Arnolds, & Neijt, 1984; Kelley & Domesick, 1982; Mcdonald, 1991; Montaron,
Deniau, Menetrey, Glowinski, & Thierry, 1996; Turner, Rook, Lindsley, Conn, &
Grueter, 2018). También recibe proyecciones orexinérgicas del HL (Stratford &
Kelley, 1999); y colinérgicas y GABAérgicas del LDT (Coimbra et al., 2019). Las
proyecciones dopaminérgicas del VTA inervan principalmente la region shell del
NAcc, mientras el NAcc core recibe proyecciones principalmente de la substancia
nigra (Deutch & Cameron, 1992). A través de la manipulacién optogenética se ha
mostrado que la activacion de las terminales glutamatérgicas de la CPF medial en
el NAcc shell produce reforzamiento (Britt et al., 2012). También se ha mostrado
que la activacion de las terminales colinérgicas y glutamatérgicas que viene del LDT
promueven el reforzamiento, mientras que la activacion de las terminales
GABAérgicas reduce el reforzamiento (Coimbra et al., 2019). Por otro lado, diversos
estudios han mostrado la funcion de las proyecciones glutamatérgicas de la CPF
medial en la conducta de busqueda de sustancias de abuso en la recaida (Bossert
etal.,, 2011, 2012). Por otro lado, la inhibicion optogenética de las terminales
glutamatérgicas de la CPF en el NAcc también esti asociada a la busqueda de

reforzadores (Christoffel et al., 2021).
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1.4 Corteza prefrontal, el reforzamiento y adiccién.

La corteza prefrontal es el area de la corteza cerebral implicada en las
funciones ejecutivas como la planeacion, la toma de decisiones, el autocontrol, la
atencion y la memoria de trabajo (Dalley, Cardinal, & Robbins, 2004; Euston,
Gruber, & McNaughton, 2012). Esta conformada principalmente por neuronas
piramidales (80-90%) y en diferentes subtipos de interneuronas (10-20%), las
cuales regulan la actividad de las neuronas piramidales (Kvitsiani et al., 2013). En
humanos se puede subdividir en la CPF ventromedial, dorsolateral y orbitofrontal;
mientras que en roedores se puede dividir en prelimbica (PLCx, por sus siglas en
inglés) e infralimbica (ILC, por sus siglas en inglés) (Heidbreder & Groenewegen,

2003).

Como se mencion6 previamente, la CPF envia proyecciones al VTA y al
NAcc, y de esta forma regula el funcionamiento del sistema de motivacion y
recompensa. Diversos estudios han mostrado que la CPF juega un papel importante
en el desarrollo y la persistencia de la conducta adictiva. Se ha mostrado que la
CPF media los efectos reforzantes de los estimulos, incluidos los de las substancias
de abuso (Tzschentke, 2000); por ejemplo, en ratas se ha mostrado que se pueden
autoestimular con corriente eléctrica la CPF medial (Phillips & Fibiger, 1978;
Routtenberg & Sloan, 1972), o se pueden autoadministrar substancias de abuso
directamente en la CPF medial, incluido el alcohol (Engleman et al., 2020; Goeders
& Smith, 1983). Se ha mostrado que la DA en la CPF medial juega un papel
importante en los efectos reforzantes de las substancias de abuso; por ejemplo, la

administracion de un antagonista del receptor D2 en la CPF medial reduce la
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conducta de autoadministracion y/o el consumo de reforzadores (Engleman et al.,

2020; Goeders & Smith, 1983).

También se ha mostrado que la CPF esta asociada con la busqueda
compulsiva de las sustancias de abuso, la expresion de memorias asociadas a las
sustancias de abuso, a la busqueda del reforzador durante la recaida (Peters, Pattij,
& De Vries, 2013; Van den Oever, Spijker, Smit, & De Vries, 2010). Por ejempilo, la
inhibicion farmacoldgica u optogenética de la CPF medial reduce la reinstalacion de
la conducta de busqueda por reforzadores (Calu et al., 2013; Stefanik et al., 2013).
Por otro lado, la reinstalacion de la conducta de busqueda de reforzadores esta

asociada a un incremento de c-Fos en la ILC (Hamlin, Clemens, & McNally, 2008).

Estudios de imagen en humanos han mostrado que pacientes que sufren de
una adiccion tienen mayor actividad metabdlica o flujo sanguineo en la CPF
dorsolateral cuando se les expone a estimulos asociados al consumo de sustancias
de abuso (Goldstein & Volkow, 2002; Grant et al., 1996; Langleben et al., 2008); en
contraste, se ha observado una reduccion de la actividad de la CPF ventromedial
(Bonson, 2002). Ademas, la hipoactividad de la CPF se ha asociado a una busqueda
compulsiva de reforzadores, incluyendo sustancias de abuso (Chen et al., 2013) y
a un mayor consumo de substancias de abuso. Especificamente, se ha mostrado
qgue la CPF medial tiene un papel importante en la transicién del consumo bajo al

consumo excesivo, por ejemplo, del alcohol (George et al., 2012).
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2. Sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide (SeCB) es un sistema de neuromodulacién,
gue consiste en receptores, ligandos enddégenos, enzimas de sintesis y degradacion
y un potencial transportador transmembranal. Su nombre deriva de la marihuana o

Cannabis sativa.

2.1 Receptores cannabinoides

La primera hipétesis que se plante6 para explicar de qué manera los
cannabinoides (CBs) producian sus efectos farmacolégicos se basdé en su
naturaleza quimica. Hillard y colaboradores propusieron que los endocannabinoides
(eCBs) se disolvian en la membrana celular por ser compuestos lipofilicos alterando
asi su funcién de manera inespecifica (Hillard, Harris, & Bloom, 1985). Gracias al
desarrollo de CBs sintéticos, por ejemplo, el CP-55,940, se mostrd que existian
receptores especificos para estas moléculas (Devane, Dysarz, Johnson, Melvin, &
Howlett, 1988). En 1990 se clond el primer receptor cannabinoide, el receptor
cannabinoide 1 o CB1 (Matsuda, Lolait, Brownstein, Young, & Bonner, 1990) y tres
aflos mas tarde, el grupo de Munro clondé el receptor cannabinoide 2 o CB2 (Munro,
Thomas, & Abu-Shaar, 1993). Inicialmente se propuso que el receptor CB1 se
expresaba Unicamente en el cerebro, mientras que el receptor CB2 se expresaba
en la periferia, principalmente en corazén, pulmones, testiculos, ovarios, préstata y
en células del sistema inmune (Galiegue et al.,, 1995; Munro et al., 1993). Sin
embargo, nuevos estudios han descrito la presencia de ambos receptores en SNC

como en tejidos periféricos (Gong et al., 2006).
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Los receptores CB1 y CB2 pertenecen a la familia de receptores de siete
dominios transmembranales, con un dominio C-terminal que puede asociarse con
proteinas G (Howlett et al., 2002; R G Pertwee et al., 2010). En humanos, los
receptores CB1 y CB2 comparten aproximadamente un 44% de homologia en su
secuencia de aminoacidos, porcentaje que aumenta hasta el 68% cuando se

comparan unicamente los segmentos transmembranales (Pertwee et al., 2010).

El receptor CBL1 es el receptor metabotropico mas abundante en el cerebro
de mamiferos y se expresa en areas del SNC (Figura 2.1) que contribuyen al control
del movimiento (caudado-putamen, globo palido, nicleo entopeduncular, sustancia
negra y cerebelo), cognicién y memoria (formacion hipocampal, corteza cingulada,
corteza prefrontal (CPF)), procesamiento de emociones Yy respuestas
motivacionales (complejo amigdalino, nucleo accumbens, corteza olfatoria),
percepcion del dolor (sustancia gris periacueductal), e integracion neuroendocrina
(nucleos del hipotalamo como el paraventricular, arcuato, supradptico Yy
ventromedial) (Herkenham et al., 1991). Se localiza en su mayoria en terminales
GABAEérgicas (%56%), terminales glutamatérgicas (~12%); confiriéndole al receptor
CB1 un papel muy importante como modulador de la neurotransmision (Domenici
et al., 2006; Katona et al., 1999; Marsicano & Lutz, 1999). De igual forma, se ha
mostrado su expresion en astrocitos (~6%) y mitocondrias (~15%) (Bénard et al.,
2012). En contraste, el CB2 se expresa en los cuerpos neuronales y en la microglia
(Maresz, Carrier, Ponomarev, Hillard, & Dittel, 2005) y se ha descrito su presencia
en receptor en la corteza cerebral, hipocampo, tdlamo, bulbo olfatorio, cerebelo y

en el tallo cerebral (Gong et al., 2006).

24



Figura 2.1: Distribucion y expresién del receptor CB1 en el cerebro de rata. Estudio de
fijacion del receptor CB1 con el radioligando [3H]CP-55,940 en un corte sagital de cerebro de rata.
Cb: cerebelo, CbN: nucleo cerebelar profundo, cc: cuerpo calloso, EP: nicleo entopeduncular, fi:
fimbria del hipocampo, Fr: corteza frontal, FrPaM: corteza frontoparietal-area motora, GP: globo
palido; Hi: hipocampo, Hy: hipotalamo, IC: coliculo inferior, LP: nicleo talamico lateral posterior,
Me: nacleo amigdaloide medial, PCRt: nucleo reicular parvocelular, PO: corteza olfatoria primaria,
SC: coliculo superior, SNR: sustancia negra pars reticulata, Tu: tubérculo olfatorio, VP: nlcleo
talamico ventroposterior. Las zonas mas oscuras indican mayor presencia del receptor CB1
(Tomado de Herkenham y cols., 1991).

Los receptores cannabinoides (CB1 y CB2) pertenecen a la superfamilia de
receptores de siete dominios transmembranales y estan acoplados principalmente
a una proteina G del tipo inhibidor (Gio), aunque en algunas ocasiones se ha visto
que se acoplan a una proteina del tipo Gs (Pertwee, 1997). Estos receptores al ser
activados, la subunidad a de la proteina Gio inhibe a la adenilato ciclasa (AC), por
lo tanto, disminuye la concentracion de AMPc al interior de la célula. De esta manera
afecta la fosforilacion de proteina cinasas dependientes de AMPc, por ejemplo, la
proteina cinasa A (PKA) involucradas en procesos metabdlicos y de expresion
génica (Howlett & Fleming, 1984; Pertwee, 1997) (Figura 2.2). Por otro lado, también
se ha descrito que el receptor CB1 a través de las subunidades By promueve la
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apertura de canales rectificadores de potasio y en el cierre de canales de calcio
dependientes de voltaje (Mackie, Lai, Westenbroek, & Mitchell, 1995). La
modulacion de los canales idnicos es exclusiva de la activacion del receptor CB1,
esta caracteristica no la comparte con el receptor CB2 (Figura 2.2). A través de la
inhibicion de la AC y de la modulacion de los canales ionicos, los receptores CB1y
CB2 reducen la liberacién de neurotransmisores de las terminales sinpticas y de

esta forma regulan diversos sistemas de neurotransmision (Pertwee, 1997).
2.2 Endocannabinoides

Los endocannabinoides son compuestos de naturaleza lipidica derivados de
la degradacion de fosfolipidos de la membrana celular (Piomelli, 2003). A la fecha
se han identificados seis endocannabinoides (Figura 2.3) y otras moléculas con
actividad cannabimética, derivados de amidas, éteres o ésteres de acidos grasos
poliinsaturados, principalmente del &cido araquidonico. El primer ligando endégeno
descubierto se aislo de un extracto de cerebro del cerdo y se nombré anandamida
basado en el término sanscrito “ananda” que significa felicidad y amida por la
naturaleza del compuesto (Devane etal, 1992). La anandamida o
araquidoniletanolamida (AEA), es una amida formada a partir del acido araquidonico

y la etanolamina, y es agonista de los receptores CB1 y CB2.
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AA + glicerol

Figura 2.2: Vias de sintesis y degradacién de endocannabinoides y mecanismo de
transduccion de sefiales de los receptores CB1 y CB2. Creado con BioRender.com.

El 2-araquidonil glicerol (2-AG) fue descrito de manera independiente por dos
grupos de trabajo en 1995: el grupo del Dr. Takayuki Sugiura lo identifico en el
cerebro de rata (Sugiura etal.,, 1995), mientras que el grupo del Dr. Rafael
Mechoulam lo aislé del intestino delgado de perro (Mechoulam et al., 1995). El 2-
AG es el eCB mas abundante en el cerebro, y su concentracion es

aproximadamente 200 veces superior a la de la AEA (Stella, Schweitzer, & Plomelli,
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1997); y activa a los receptores CB1 y CB2 (Mechoulam et al., 1995). En 1995 se
aislo la oleamida del liquido cefalorraquideo de gatos privados de suefio por el grupo

de Richard Lerner (Cravatt et al., 1995), y es un agonista de los receptores CB1.

OH OH
OH VT 0/<0H
Noladin éter
0
— NH:

Virodhamina Oleamida

Figura 2.3: Estructura quimica de los principales endocannabinoides.

En el 2001 un cuarto eCB fue descrito por el grupo del Dr. Raphael
Mechoulam, el 2-araquidonil-gliceril-eter o noladin-eter (NE), el cual fue aislado del
cerebro de cerdo (Hanus et al., 2001) y después del cerebro de rata (Fezza et al.,

2002). Un afio después, se mostroé la existencia de una molécula analoga a la AEA
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en el cerebro de rata, pero con orientacion opuesta de la fraccién polar de la
etanolamina, y lo llamaron virodhamina, del sanscrito “virodha” que significa
opuesto. La virodhamina es un antagonista del receptor CB1 (Porter et al., 2002).
Este mismo afio, el grupo del Dr. Vincenzo Di Marzo describio la existencia de otro
eCB en el cerebro de rata, la N-Araquidonil-Dopamina (NADA), que es un agonista

de los receptores CB1 y de receptores vaniloides (Huang et al., 2002).

Estos eCBs son sintetizados por el organismo, y para ello utiliza toda una
maquinaria enzimatica. La AEA es biosintetizada por diferentes vias enzimaticas las
cuales se ilustran en la figura 2.4; la principal es a través de una via dependiente de
fosfolipidos que consiste en dos reacciones enzimaticas: la primera es la formacion
del N-araquidonil-fosfatidiletanolamina (NAPE, por sus siglas en inglés) por la
transferencia del &acido araquidonico de un glicerofosfolipido, por ejemplo, la
fosfatidilcolina, a la amina de la fosfatidiletanolamina, proceso catalizado por la N-
aciltransferasa (NAT). Posteriormente, la AEA es liberada del NAPE por una
hidrolisis enzimatica catalizada por NAPE-PLD (Di Marzo, Bifulco, & De Petrocellis,
2004). El 2-AG se sintetiza (figura 2.5) a partir de la hidrélisis de fosfolipidos de la
membrana celular, por ejemplo, el PIP2, el cual es transformado a diacilglicerol
(DAG) e inositol trifosfato (IP3, por sus siglas en inglés) por accion de una
fosfolipasa C (PLC, por sus siglas en inglés). Después el DAG es transformado a 2-

AG por la diacilglicerol lipasa (Bisogno et al., 2003).
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Figura 2.4: Biosintesis de anandamida. Esquematiza las principales vias de sintesis de
la anandamida. NAT: trans-N-aciltransferasa, NAPE-PLD: fosfolipasa D selectiva de N-acil-
fosfatidiletanolamina, PLC: fosfolipasa C, NAPE: N-acil-fosfatidiletanolamina, Abh4: a/B-hidrolasa 4,
PTPN22: proteina tirosin fosfatasa N22, PLA:: fosfolipasa A2, PLD: fosfolipasa D.

La actividad de los eCBs es finalizada mediante 2 procesos: por recaptura o
por degradacién enzimética. La AEA y la oleamida son hidrolizadas principalmente
por la FAAH (Ueda, 2002), aunque también pueden ser degradadas por la amidasa
acida selectiva a las N-aciletanolaminas (NAAA, por sus siglas en inglés) (Ueda,
Yamanaka, Terasawa, & Yamamoto, 1999). Mientras, el 2-AG es hidrolizado
principalmente por la MGL (Blankman, Simon, & Cravatt, 2007). También se ha
propuesto la existencia de un transportador de membrana que recaptura
principalmente la AEA (Andrea Giuffrida, Beltramo, & Piomelli, 2001); sin embargo,

a la fecha no ha podido ser clonado o aislado, se conoce de su existencia gracias a
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farmacos como el AM404 o el AM1147 que aumentan las concentraciones de AEA

(Beltramo et al., 1997).

o —C—R 0 —ﬁ—ﬁ
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acido fosfatidico

fosfohidrolasa
de los acidos
fosfatidicos

diacil-glicerol

|

2-Araquidonil-glicerol (2-AG)

Figura 2.5: Biosintesis del 2-araquidonil glicerol (2-AG). PLC: fosfolipasa C.

2.3 Funciones fisioldgicas del sistema endocannabinoide

Desde su descubrimiento, el SeCB ha sido implicado en la regulacion de una
serie de procesos fisioldgicos, incluyendo el desarrollo neural (Fride, 2008), la
coordinacion y el control del movimiento (Giuffrida & Piomelli, 2000), el estado
emocional (Moreira & Lutz, 2008), el ciclo suefio-vigilia (Prospéro-Garcia, Amancio-
Belmont, Becerril Meléndez, Ruiz-Contreras, & Méndez-Diaz, 2016), la nocicepcién
(Paulsen & Burrell, 2019), la temperatura corporal (Smirnov & Kiyatkin, 2008), el

apetito (Kirkham, 2009), el metabolismo y la homeostasis energética (Marzo &
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Matias, 2005), los mecanismos de recompensa (Méndez-Diaz, Amancio-Belmont,
Estrada-Gonzélez, Ruiz-Contreras, & Prospéro-Garcia, 2019; Solinas et al., 2007),
el sistema inmune (Pandey et al., 2009), la respuesta al estrés (Lutz, Marsicano,
Maldonado, & Hillard, 2015), y las funciones cognitivas superiores, sobre todo
aquellas relacionadas con el aprendizaje y la memoria (Murillo-Rodriguez et al.,

2001).

2.3.1 Participaciéon del sistema endocannabinoide en el consumo de

alcohol y el sistema de motivacion recompensa

Diversos estudios preclinicos y clinicos han mostrado la participacion del
SeCB en la regulacién del sistema de recompensa, la conducta motivada y en el
consumo de alcohol. Diversos estudios han mostrado la participacién del receptor
CBL1 sobre la liberacion de dopamina en el NAcc; por ejemplo, la administracion
sistémica de un antagonista al receptor CB1 reduce la liberacion de dopamina (DA)
en el NAcc (Cheer et al., 2007); en cambio, la administracion de un agonista CB1
aumenta la tasa de disparo de las neuronas dopaminérgicas del VTA que proyectan
al NAcc, incrementando la liberacion de DA en este nucleo (Cheer, Wassum, Heien,
Phillips, & Wightman, 2004). Empleando la tarea de condicionamiento de
preferencia de lugar (CPP, por sus siglas en inglés), la administracién de agonistas
CB1 en el NAcc promueve el CPP, efecto que se ve revertido por la administracion
de un antagonista al receptor CB1 (Méndez-Diaz et al., 2019). De igual forma, la

autoadministracion de un agonista al receptor CB1 en el NAcc promueve la

32



basqueda del reforzador. Estas evidencias muestran que la activacion del receptor

CB1 en el NAcc facilita la respuesta hedonica (Hauser et al., 2020).

Por otro lado, la administracion de antagonistas al CB1 previene la liberacion
de DA en el NAcc facilitada por el alcohol (Femenia, Garcia-Gutiérrez, &
Manzanares, 2010; Hungund, Szakall, Adam, Basavarajappa, & Vadasz, 2003);
mientras que en ratones KO para el CB1 no hay liberacion de DA en el NAcc
facilitada por el alcohol (Hungund et al., 2003). Ademas, los ratones KO para el CB1
exhiben un aumento en la expresion del receptor D2 en el NAcc, sugiriendo una

estrecha regulacion entre los sistemas dopaminérgico y eCB (Houchi et al., 2005).

Adicionalmente, utilizando el modelo de autoadministracion de alcohol, se ha
mostrado la participacion del receptor CB1 en la motivacion para consumir alcohol;
por ejemplo, la administracion sistémica o intra-NAcc de antagonistas o agonistas
inversos al receptor CB1 reducen la autoadministracion de alcohol (Caille, Alvarez-
Jaimes, Polis, Stouffer, & Parsons, 2007; Economidou et al., 2006), incluso en cepas
con alta preferencia por el alcohol como la cepa Alko Alcohol (Malinen & Hyytia,
2008). Por el contrario, la administracion de agonistas al receptor CB1 facilitan la
autoadministracion de alcohol (Malinen & Hyytia, 2008). De igual forma, en modelos
de consumo voluntario de alcohol se ha mostrado que la administracion de
agonistas al receptor CB1 incrementa el consumo de alcohol (Colombo et al., 2002;
Linsenbardt & Boehm, 2009), mientras que la administracion de antagonistas o
agonistas inversos reducen el consumo de alcohol (Colombo et al., 1998; Lallemand
& De Witte, 2006). Ademas, ratones KO al receptor CB1 consumen menor cantidad

de alcohol que los ratones del tipo WT (Thanos, Dimitrakakis, Rice, Gifford, &
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Volkow, 2005; Vinod et al., 2008). Adicionalmente, empleando el CPP se ha
mostrado que los ratones KO al receptor CB1 exhiben menor condicionamiento de
preferencia de lugar que los ratones del tipo WT (Houchi et al., 2005; Thanos,
Dimitrakakis, et al., 2005). Estas evidencias sugieren que la activacion del receptor

CB1, principalmente en el NAcc, facilita la busqueda y el consumo de alcohol.

De igual forma, se ha mostrado la participacion del receptor CB2 en la
regulacion del sistema de motivacién-recompensa y en el consumo de alcohol. La
administracion de un agonista al receptor CB2 reduce el consumo de alcohol y
reduce el CPP por alcohol (Al Mansouri et al., 2014). Ademas, los ratones KO para
el receptor CB2 tienen mayor consumo y motivacion por consumir el alcohol
(Ortega-Alvaro et al., 2015). Por otro lado, se ha observado que manipulaciones
genéticas y farmacologicas del receptor CB2 modifican elementos clave del sistema
de recompensa como la expresion de receptores dopaminérgicos o los niveles de
DA en el NAcc; por ejemplo, el antagonismo del receptor CB2 incrementa los niveles
de DA en el NAcc, mientras que la administracion de agonistas al receptor CB2
reduce la liberacién de DA en el NAcc (Xi et al., 2011). Los ratones KO para CB2
exhiben una menor expresion de la TH y del receptor MOR en el VTA y NAcc
respectivamente (Navarrete et al., 2013; Ortega-Alvaro et al., 2015), mientras que
los ratones que sobrexpresan el receptor CB2 presentan mayor expresion de la TH
y el DAT en el VTA y menor expresion del receptor MOR en el NAcc (Aracil-

Fernandez y cols., 2012).

Por otro lado, diversos estudios han mostrado que el alcohol modifica al

SeCB, por ejemplo, el tratamiento agudo de alcohol aumenta la liberacién de AEA
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en el NAcc (Ceccarini, Casteels, Koole, Bormans, & Van Laere, 2013). En cambio,
el tratamiento crénico de alcohol incrementa la concentracion de AEA y 2-AG en el
estriado mientras reduce la actividad y la expresion de la FAAH (Vinod et al., 2012).
De igual forma, la autoadministracion de alcohol aumenta la liberacion de 2-AG en
el NAcc (Calille et al., 2007) y los niveles de AEA en la corteza cerebral (Vinod,
Yalamanchili, Xie, Cooper, & Hungund, 2006). Utilizando la tomografia de emisién
de positrones (PET, por sus siglas en inglés) se mostré que un tratamiento agudo
de alcohol aumenta la disponibilidad del receptor CB1 en el NAcc; en cambio, el
tratamiento crénico de alcohol reduce la disponibilidad del receptor CB1 en el NAcc
y el hipocampo (Ceccarini et al., 2013). Mientras que estudios en humanos han
mostrado que el consumo agudo de alcohol aumenta la disponibilidad del receptor
CB1 en el NAcc, CxF, nucleo caudado (Ceccarini etal., 2014). Mientras que
individuos que han desarrollado trastorno por consumo de alcohol tienen menor
expresion del receptor CB1 en diversas areas del cerebro, incluido el NAcc, CPF,
insula, hipocampo y cerebelo (Hirvonen et al., 2013), evidenciando la estrecha

relacion entre el SeCB y el consumo de alcohol.
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3. Estrés temprano y su relacion con las adicciones

El cerebro es un dérgano vital el cual es susceptible a alteraciones
ambientales. Diversos estudios han mostrado que las experiencias adversas o
estresantes, principalmente en etapas importantes del desarrollo pueden afectar de
manera negativa el desarrollo normal del cerebro produciendo cambios
neuroquimicos Y fisiologicos (Teicher et al., 2003; Teicher, Samson, Anderson, &
Ohashi, 2016), que a su vez vulneran al sujeto a desarrollar trastornos psiquiatricos
(Anda et al., 2006; Benjet, Borges, & Medina-Mora, 2010; Norman et al., 2012). Por
ejemplo, en México la Encuesta Nacional de Comorbilidad mostré en un estudio
realizado con 5,826 individuos que las adversidades cronicas sufridas en la nifiez
como la negligencia y el abuso fisico y sexual, asi como la disfuncion familiar,
aumentan el riesgo de sufrir un trastorno el estado de animo, de ansiedad, de
consumo de sustancias y trastornos de externalizacion (trastorno por déficit de
atencién con hiperactividad, trastorno de oposicion desafiante, y trastornos de la
conducta) en la edad adulta (Benjet et al., 2010). De igual forma, en 2006 el grupo
de Anda identificé ocho tipos de Experiencias Adversas durante la Nifiez (EAN) que
incluyen el abuso, la violencia doméstica, el abuso de sustancias dentro de los
hogares, la pérdida de los padres (por el encarcelamiento, el divorcio, y otros); los
investigadores calcularon una puntuacion de EAN como una medida acumulada
para determinar el grado de adversidad sufrido por los sujetos durante los primeros
18 afos de vida. El 64% de los encuestados tenia al menos un EAN. El riesgo para
la depresion, la ansiedad, los ataques de panico, los intentos de suicidio, los

trastornos del suefio, la obesidad el abuso de sustancias, incluido el alcohol y el
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tabaquismo aumenta a mayor niumero de experiencias adversas (Anda et al., 2006).
De igual forma, los resultados de la Encuesta Nacional de Comorbilidad de los
Estados Unidos (n= 9,282) muestra un incremento en el riesgo para los trastornos
del estado de animo, de ansiedad y de consumo de sustancias en funcion del
namero de EAN (Green et al., 2010). En un reciente meta-analisis de 37 estudios (n
=3,162,318; 17 casos y controles, y 20 de cohortes) se buscé establecer los efectos
del abuso sexual asociados al riesgo para desarrollar trastornos psiquiatricos. Se
determind una asociacion significativa entre el abuso sexual en hombres y mujeres
con el diagndstico para el trastorno de ansiedad, depresién, trastornos del suefio,
intentos de suicidio, entre otros (Chen et al., 2010). Otro reciente meta-analisis de
124 estudios (66 estudios transversales, 52 de cohortes y 6 de casos y controles)
se observOo una asociacion significativa entre el abuso fisico, emocional y la
negligencia con el trastorno de depresion; con los trastornos por consumo de
sustancias; intentos suicidas, entre otros trastornos psiquiatricos (Norman et al.,
2012) Estas evidencias apuntan a la importancia del cuidado parental y a la

proteccion de los infantes a situaciones de estrés cronico temprano.

3.1 Privacion de cuidado materno, como modelo animal para el estudio
del estrés temprano

Las experiencias adversas o el estrés temprano se han modelado en
animales de experimentacion principalmente utilizando el modelo de privacion de
cuidado materno (PCM) también conocido como separaciéon materna. En todos los
mamiferos, en la etapa temprana postnatal, las estrechas relaciones madre-crias

son de suma importancia (Nephew & Murgatroyd, 2013). El apego madre-cria va
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mas alld de satisfacer las necesidades nutricionales, son necesarias otras
interacciones madre-cria, por ejemplo, la regulacion de la temperatura, el aseo y
acicalamiento, las lamidas anogenitales para estimular la defecacion y miccion
(Gutman & Nemeroff, 2002). La exposicion a estresores extremos y prolongados,
como la separacidbn materna, interrumpen con las interacciones madre-cria
esenciales para el desarrollo neuronal y conductual normal (Cryan & Holmes, 2005;
Li, Xue, Shao, Shao, & Wang, 2013; Pryce & Feldon, 2003). Por esto, la privacion
de cuidado materno se ha utilizado para modelar las experiencias adversas o estrés
temprano (cuidado negligente y abuso). Utilizando este modelo se han evaluado los
cambios conductuales, neuroquimicos, neuroanatomicos Yy endocrinos a
consecuencia del estrés temprano en ratas adultas y adolescentes. Este modelo
surge del trabajo del grupo de Meaney, donde se observo la existencia de madres
altas y bajas cuidadoras. Madres altas cuidadoras expresan mas las conductas de
aseo, acicalamiento a sus crias y la postura de arqueamiento de la espalda que las
bajas cuidadoras (Liu et al., 1997), y las crias de estas Ultimas muestran diferencias
conductuales y neuroquimicas con aquellas que fueron cuidadas por madres altas
cuidadoras. A la fecha se han descrito cambios en diferentes sistemas
neuroquimicos asociados al cuidado negligente y a la privacion de cuidado materno.
En este trabajo detallaremos Unicamente los cambios en el sistema dopaminérgico

y endocannabinoide.
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3.2 Cambios neuroquimicos asociados al cuidado negligente

3.2.1 Eje hipotalamo-hipoéfisis-adrenal (HHA)

Diversos estudios han mostrado cambios en el eje HHA asociados al cuidado
materno negligente, por ejemplo, crias de madres bajas cuidadoras presentan una
hiperrespuesta del eje HHA (mayor concentracion plasmatica de corticotropina
(ACTH) y corticosterona) ante un estresor en comparacion de las crias de madres
altas cuidadoras (Liu et al., 1997). De igual forma, ratas expuestas a la privacion de
cuidado materno tienen mayores concentraciones basales de ACTH, y tienen una
hiperrespuesta del eje HHA ante estresores en comparacion con ratas no expuestas
a la privacion de cuidado materno; y en respuesta hay un aumento mas pronunciado
en la concentracion de ACTH en plasma (Ladd, Owens, & Nemeroff, 1996; Plotsky
& Meaney, 1993).

Adicionalmente, las crias de madres bajas cuidadoras tiene mayor expresion
del ARNm del factor liberador de corticotropina (CRF, por sus siglas en inglés) en el
ndcleo paraventricular (NPV) del hipotalamo y se ha observado que la expresion de
este ARNm depende inversamente proporcional de la cantidad de aseo y
acicalamiento que recibieron las crias en los primero 10 dias postnatales. Ademas,
las crias de madres bajas cuidadoras tienen una menor expresion del ARNm de los
receptores a glucocorticoides (GR) en el hipocampo (Liu et al., 1997), sugiriendo
una mayor expresion del GR y un incremento en la sensibilidad hipocampal a la
respuesta glucocorticoide, por lo tanto, una disminucion en la expresion del CRF
hipotalamico. De igual forma, ratas privadas de cuidado materno presentan una
mayor densidad de receptores CRF en el nucleo parabraquial (NPB), la eminencia

media y el nicleo del Raphé; y menor densidad de receptores en la hipofisis anterior
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(Ladd et al., 1996; Plotsky & Meaney, 1993); estos cambios son revertidos cuando
las ratas sometidas a la privacion de cuidado materno se colocaron con una madre
“adoptiva” (Huot, Gonzalez, Ladd, Thrivikraman, & Plotsky, 2004), sugiriendo la
importancia del cuidado en etapas tempranas del desarrollo.

Estudios posteriores mostraron que la privacion de cuidado materno aumenta
las concentraciones de CRF en el liquido cefalorraquideo, asi como un aumento de
la expresion del ARNm del CRF y de las concentraciones del mismo en el NPV del
hipotalamo (PVN), el nicleo central de la amigdala (CeA), el locus coeruleus (LC) y
el BNST; y un aumento en la expresion del receptor CRF1 en el LC/NPB y en el

PVN, y una disminucion en la CxF (Plotsky et al., 2005).

3.2.2 Sistema dopaminérgico

Diversos estudios han mostrado cambios en el sistema dopaminérgico,
causados por la privacién de cuidado materno, por ejemplo, ratas que sufrieron
privacion de cuidado materno muestran un aumento en la concentracion de
dopamina (DA) en el estriado dorsal, pero no en el estriado ventral; asi como una
disminucién en la proporcion DOPAC/DA en la CPF medial (CPFm) (Matthews,
Dalley, Matthews, Tsai, & Robbins, 2001). Adicionalmente, ratones privados de
cuidado materno tienen una mayor expresion del ARNm de la tirosina hidroxilasa
(TH) en el VTA (Garcia-Gutiérrez et al., 2015). Por otro lado, ratas privadas de
cuidado materno presentan una menor expresion del receptor D1 en el NAcc core,
PV y globo palido lateral (Ploj et al., 2003), ademas de una menor expresion de los
receptores D2 y D3 en la CxF (Romano-Lopez et al., 2016); mientras que en el NAcc

se observo una mayor expresion del D2 y una menor expresion del D3 (Romano-
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Lépez et al., 2016). Por otro lado, utilizando un paradigma diferente de privacion de
cuidado materno (24 h de separacion en el dia postnatal (DPN) 9) se observo una
disminucién de DA en el estriado y un aumento en la relacion DOPAC/DA en el
estriado, CPF y amigdala en el grupo con privacién de cuidado materno; de igual
forma, las ratas privadas de cuidado materno tienen mayor expresion del receptor

D2 en el estriado, y menor expresion en la CPF (Rentesi et al., 2013).

3.2.3 Sistema endocannabinoide

Estudios han mostrado que la privacion de cuidado materno modifica al
SeCB, por ejemplo, la privacion por 3 horas diarias del DPN 2 al 15 disminuye la
expresion del receptor CB1 en la CPF y en el hipocampo en la edad adulta (DPN
90) (Reyes Prieto et al., 2012). Utilizando un paradigma diferente (privacion 6 horas
diarias en dos bloques de 3 horas cada uno; DPN 2 al 15), los animales privados de
cuidado materno tienen menor expresion del receptor CB1 en la CxF y mayor en el
NAcc (Romano-Lopez et al., 2012). De igual forma, se mostré6 que no existen
cambios en la expresion del receptor CB2 en la CxF, hipocampo ni NAcc (Romano-
Lopez et al., 2012) ni cambios en la expresion de la NAPE-PLD, DAGLa, FAAH y
MGL en la corteza frontal asociados a la privacion de cuidado materno (Romano-
Lépez et al., 2016). En contraste, hay una reduccion en la expresion de la FAAH y
MGL, pero no de la NAPE-PLD y DAGLa en el NAcc (Romano-Lopez et al., 2016).
También se ha mostrado que la privacion de cuidado materno reduce la expresion
del receptor CB1 en la CPF y en la amigdala (Hill et al., 2019). Por otro lado, ratas

privadas de cuidado materno por 24 h en el DPN 9 tienen menor expresion del
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receptor CB1 en la CxF e hipocampo, y una mayor expresion del receptor CB2

(Marco et al., 2013).

También se ha mostrado cambios en los niveles de eCBs asociados a la
privacion de cuidado materno, por ejemplo, hay una menor concentracion de 2-AG
y AEA en ratas con privacion de cuidado materno (Hill et al., 2019). También se ha
mostrado que hay una reduccion en los niveles de AEA en el estriado y de 2-AG en

la CPF (Portero-Tresserra et al., 2018).

3.3 Cambios conductuales asociados al cuidado negligente

3.3.1 Conductatipo ansiedad

Diversos grupos de investigacion han mostrado a través de diferentes
paradigmas que la privacion de cuidado materno aumenta la conducta tipo
ansiedad, por ejemplo los animales expuestos a privacion de cuidado materno
pasan menos tiempo en los brazos abiertos en el laberinto elevado en cruz (Garcia-
Gutiérrez et al., 2015), de igual forma, pasan un menor tiempo en el compartimento
iluminado en la prueba de luz-oscuridad (light-dark box test) (Garcia-Gutiérrez et al.,
2015), y un menor tiempo en el centro del campo abierto (Lambas-Sefas et al.,

2009; Rentesi et al., 2010).

3.3.2 Conductas reforzadas y Adiccion
Diversas investigaciones han mostrado que la privacion de cuidado materno
promueve el consumo de diferentes sustancias de abuso, por ejemplo, se ha

mostrado que la privacion de cuidado materno incrementa la autoadministracion de
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cocaina (Moffett et al., 2006) anfetamina, metanfetamina (Lewis et al., 2016; Lewis,
Staudinger, Scheck, & Olive, 2013), morfina (Vazquez, 2005) y alcohol (Garcia-
Gutiérrez et al.,, 2015). Adicionalmente, las ratas privadas de cuidado materno
adquieren mas temprano la autoadministracién por cocaina y escalan mas rapido
que los controles (Moffett et al., 2006). También presentan una hiperrespuesta
locomotora a bajas dosis de cocaina (Brake, Zhang, Diorio, Meaney, & Gratton,
2004; Kikusui, Faccidomo, & Miczek, 2005) y anfetamina (Kehoe, Shoemaker,
Triano, Hoffman, & Arons, 1996). Ademas, liberar una mayor cantidad de DA en el
NAcc después de un reto con anfetamina (Kehoe et al., 1996), sugiriendo que existe
una hiperrespuesta del sistema de recompensa. De igual forma, las ratas privadas
de cuidado materno consumen una mayor cantidad de alcohol (Huot et al., 2001;
Romano-Lépez et al., 2012), morfina y anfetamina (Vazquez et al., 2006); ademas,
presentan una mayor busqueda de sustancias de abuso (Hensleigh & Pritchard,
2014) y una mayor motivacion; (Garcia-Gutiérrez et al., 2015), sobre todo después
de ser expuestos a un estrés agudo (Pefasco, Mela, Lépez-Moreno, Viveros, &
Marco, 2015).

Por otro lado, crias de madres altas cuidadoras presentan menor
autoadministracion por cocaina (Francis & Kuhar, 2008; Moffett et al., 2006) y
consumo de alcohol (Francis & Kuhar, 2008) que crias de madres bajas cuidadoras.
Estas evidencias sugieren que la privacion de cuidado materno incrementa la
sensibilidad a las propiedades reforzantes de las sustancias de abuso, haciéndolas
mas placenteras, por lo tanto aumentando su busqueda y aumentando la
probabilidad de que el sujeto sea adicto a ella, y esto se puede deber a cambios en

componentes del sistema dopaminérgico, eCB, opioide, entre otros que regulan el
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reforzamiento (Gaetano Di Chiara & Bassareo, 2007; Gardner, 2011; Méndez-Diaz
et al., 2010; Merrer, 2009; K. Ploj et al., 2003; Sagheddu, Muntoni, Pistis, & Melis,

2015).

3.4 Aislamiento social, como modelo animal para el estudio del estrés
temprano

El aislamiento social también es un potente estresor en mamiferos,
incluyendo al humano, principalmente durante la adolescencia. La adolescencia es
un periodo de transicion entre la nifiez y la adultez, en donde el individuo busca una
independencia de sus padres. Para alcanzar esta independencia, el individuo
adquiere nuevas habilidades cognitivas, emocionales y sociales. Este periodo se
caracteriza por el aumento en la cantidad y calidad de las interacciones sociales con
los amigos y la familia, principalmente un aumento del tiempo dedicado a los amigos
(Spear, 2000). Esta reestructuracion de la organizacion social es necesaria para
gue se desarrollen estrategias de comportamiento que son esenciales para la
supervivencia del individuo en la edad adulta (Gopnik et al., 2017). También es un
periodo donde contindian los procesos de maduracion del SNC, es un periodo critico
para los circuitos neuronales que controlan la homeostasis energética, el
autocontrol, la toma de decisiones y las respuestas al estrés (Blakemore &
Choudhury, 2006; Spear, 2000), donde las experiencias adversas y/o estresantes
pueden provocar cambios neuroquimicos y conductuales a largo plazo, como

veremos a continuacion.
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3.5 Cambios Neuroquimicos asociados al aislamiento social (AS)

3.5.1 Eje hipotalamo-hipoéfisis-adrenal (HHA).

Muchas investigaciones han mostrado que el aislamiento social incrementa
la actividad del eje HHA; por ejemplo, el aislamiento social agudo y cronico en
monos aumenta los niveles basales de cortisol (Smith, Birnie, & French, 2011; Smith
& French, 1997). En roedores se ha observado el mismo fenémeno, el aislamiento
social crénico aumenta la concentracidn plasmética de corticosterona y ACTH
(Djordjevic, Adzic, Djordjevic, & Radojcic, 2010; Dronjak, Gavrilovi¢, Filipovi¢, &
Radojci¢, 2004). Ademas, los animales aislados presentan una hiperrespuesta del
eje HHA ante un estresor en comparacion con los animales sociales; por ejemplo,
tienen mayor concentracion de corticosterona en plasmay en la CPF (Dronjak et al.,
2004; Garrido et al., 2013). También se ha observado una mayor expresion del
receptor a glucocorticoides en el hipocampo y en la CPF de ratas aisladas en

comparacién con el grupo socializado (Djordjevic et al., 2010; Dronjak et al., 2004).

3.5.2 Sistema dopaminérgico

Diversos estudios han mostrado que el aislamiento social modifica la
liberacién de DA dependiendo de la regién, por ejemplo, la DA basal en la amigdala
de ratas macho aisladas es menor en comparacion con los sujetos socializados
(Karkhanis, Alexander, Mccool, Weiner, & Jones, 2015), y esto esta asociado a un
mayor metabolismo de la DA en los animales aislados (Heidbreder et al., 2000). En
contraste, sujetos aislados no presentan cambios en la cantidad basal de DA en la

CPF ni en el NAcc (Fulford & Marsden, 1998; Hall et al., 1998; Jones, Hernandez,
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Kendall, Marsden, & Robbins, 1992; Karkhanis, Locke, Mccool, Weiner, & Jones,
2014). A pesar de no existir diferencias en la cantidad de DA basal en NAcc entre
sujetos aislados y controles, la administracion de anfetamina, alcohol y cocaina
facilita més la liberacion de DA en el NAcc en los primeros, en comparacion con los
segundos (Hall et al., 1998; Karkhanis et al., 2014; Lapiz et al., 2003; Yorgason
et al., 2016).

Adicionalmente, se han estudiado cambios en la expresion del transportador
de DA (DAT). Por ejemplo, el aislamiento social incrementa la expresion del DAT en
el estriado dorsal, en la amigdala y en el NAcc (Karkhanis et al., 2015; Yorgason
et al., 2016), esto puede facilitar la recaptura de DA.

Por otro lado, también se ha estudiado los cambios en la expresion de los
receptores dopaminérgicos. Algunos estudios han mostrado que el aislamiento
social no modifica la expresion del receptor D2 en la CPF, NAcc, hipocampo o
amigdala de ratas macho (Malone, Kearn, Chongue, Mackie, & Taylor, 2008;

Yorgason, Espafia, Konstantopoulos, Weiner, & Jones, 2013).

3.5.3 Sistema endocannabinoide

Algunos estudios que se han enfocado a describir los cambios en el SeCB
causados por el aislamiento social. Utilizando un farmaco radiomarcado que se une
al receptor CB1, se ha mostrado que el aislamiento social aumenta la expresion del
CB1 en el nucleo caudado, principalmente en su porcion dorsomedial vy
ventrolateral; sin embargo, no hubo cambios en la expresién del CB1 en el NAcc,

amigdala ni en el hipocampo (Sciolino et al.,, 2010). En contraste, a través de
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inmunofluorescencia se ha visto que hay una menor cantidad de CB1 en el caudado-
putamen y la amigdala de ratas aisladas (Malone et al., 2008). Ademas, este grupo
de investigacion mostré6 que la expresion de la FAAH es mayor en el NAcc y
caudado-putamen de individuos aislados en comparacion a sujetos socializados
(Malone et al., 2008).

Adicionalmente, se ha determinado que la concentracion de 2-AG en la CPF
es mayor en ratas aisladas en comparacion a ratas socializadas, mientras no hay
diferencias en la cantidad de 2-AG en el NAcc ni en el hipocampo. De igual forma,
no se mostraron cambios en la cantidad de AEA en NAcc, hipocampo y CPF

asociados al aislamiento social (Sciolino et al., 2010).

3.6 Cambios conductuales asociados al aislamiento social

3.6.1 Conductatipo ansiedad

Diversos grupos de investigacion usando diferentes paradigmas
conductuales han mostrado el aislamiento social durante la adolescencia aumenta
la conducta tipo ansiedad; por ejemplo, el aislamiento social reduce el tiempo que
pasan los sujetos en los brazos abiertos del laberinto elevado de brazos abiertos en
comparacioén con los individuos sociales (Chappell, Carter, McCool, & Weiner, 2013;
Karkhanis et al., 2014; McCool & Chappell, 2009; Skelly, Chappell, Carter, & Weiner,
2015; Yorgason et al., 2013). De igual forma, utilizando la prueba de hiponeofagia,
los animales aislados tardan mas en acercarse al alimento novedoso e ingieren una
menor cantidad de alimento que los animales que crecieron en un ambiente social
(Parker & Morinan, 1986). Adicionalmente, utilizando en laberinto elevado en forma

de cero y el campo abierto, ratones que se someten al aislamiento social pasan

47



menos tiempo en los segmentos abiertos del laberinto en forma de cero y menos
tiempo en los cuadrantes centrales del campo abierto en comparacién con los
animales socializados (Cuesta et al.,, 2020; Han et al., 2018). Todas estas
evidencias apuntan a que el aislamiento social aumenta las conductas tipo
ansiedad, y se ha mostrado que el aumento de las conductas tipo ansiedad en los
animales aislados parece depender de la falta de juego de los roedores en una

etapa critica del desarrollo (Baenninger, 1967; Panksepp, 1981).

3.5.2 Conductas reforzadas y Adiccién

Anteriormente se sefal6é la importancia del sistema dopaminérgico en el
reforzamiento. Asimismo, se mencionaron algunos cambios en el sistema
dopaminérgico provocados por el aislamiento social y se ha mostrado que estos
cambios pueden afectar la motivacion y el reforzamiento, los cuales pueden facilitar
el consumo de sustancias de abuso. Por ejemplo, el aislamiento social facilita la
autoadministracion de cocaina, incluso adquieren la conducta de
autoadministracion a dosis bajas, sugiriendo que los individuos aislados son mas
sensibles a los efectos reforzantes de la cocaina (Gipson, Beckmann, El-Maraghi,
Marusich, & Bardo, 2011; Howes, Dalley, Morrison, Robbins, & Everitt, 2000;
Schenk, Lacelle, Gorman, & Amit, 1987; Zhang, Sanchez, Kehoe, & Kosten, 2005).
Otros estudios han mostrado que los animales aislados se autoadministran mas a
dosis altas de cocaina en comparacion con los individuos socializados (Ding, Kang,
Li, & Ma, 2005; Schenk et al.,, 1987). Adicionalmente, se ha mostrado que los

animales aislados tienen mayor motivacion por autoadministrarse cocaina en tareas
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de razén progresiva (Baarendse, Limpens, & Vanderschuren, 2014; Zhang et al.,
2005).

De igual forma, el aislamiento social facilita la autoadministracion de
anfetamina (Bardo, Klebaur, Valone, & Deaton, 2001), y morfina (Raz & Berger,
2010). En la tarea de CPP, también se ha demostrado que el aislamiento social
facilita la busqueda por psicoestimulantes, por ejemplo, los animales aislados tienen
mayor preferencia por el compartimento asociado a cocaina o anfetamina que los
individuos socializados (Cuesta et al., 2020; Whitaker, Degoulet, & Morikawa, 2013;
Zakharova, Miller, Unterwald, Wade, & Izenwasser, 2009). Adicionalmente, diversos
estudios han mostrado que el aislamiento social aumenta la preferencia por el
alcohol en un paradigma de eleccion libre entre una botella de agua y una botella
de alcohol (McCool & Chappell, 2009); ademéas promueve el consumo de alcohol
(Chappell et al., 2013; Karkhanis, Rose, Weiner, & Jones, 2016; Skelly et al., 2015)
y la autoadministracion (McCool & Chappell, 2009). Este hiperconsumo de alcohol
esta asociado con una mayor liberacion de DA en el NAcc en respuesta al alcohol
(Karkhanis et al., 2014). Usando el paradigma de CPP, también se mostr6 que los
animales aislados desarrollan el CPP, mientras que este efecto no se observa en
los animales aislados (Whitaker et al., 2013).

Estas evidencias apuntan a que el aislamiento social vulnera a los individuos
a consumir una mayor cantidad de substancias de abuso que a la larga podria
resultar en el desarrollo de una adiccion, y esto se puede deber a cambios en

sistemas que regulan el reforzamiento.
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Capitulo 4: Planteamiento del problema, hipotesis y objetivos

4.1 Planteamiento del problema y pregunta experimental

El trastorno por consumo de alcohol esta caracterizado por un consumo
compulsivo de alcohol, la incapacidad de controlar el consumo y por la presencia de
un estado emocional negativo durante la abstinencia. Diversos estudios sugieren
que el desarrollo del trastorno por consumo de alcohol involucra cambios
adaptativos en circuitos cerebrales que estan relacionados con los estados afectivos
negativos como la ansiedad, anhedonia y depresion, y cambios en el sistema de
motivacion-recompensa. Se ha mostrado que existe una comorbilidad entre el
trastorno por consumo de alcohol y los trastornos del estado de &nimo y de
ansiedad. De igual forma, las experiencias adversas sufridas durante la nifiez, entre
ellas el cuidado negligente, aumentan el riesgo de desarrollar trastorno por consumo
de alcohol y trastornos del estado de animo y de ansiedad. En animales de
experimentacion, la separacion de las crias de la madre en etapas tempranas del
desarrollo y el aislamiento social han funcionado como modelos para estudiar los
cambios conductuales y neuroquimicos debidos a las experiencias adversas en
etapas tempranas del desarrollo. Diversos estudios han mostrado que la separacién
materna y el aislamiento social aumentan el consumo del alcohol y las conductas
tipo ansiedad. De igual forma, se han mostrado cambios en la expresién del receptor
CB1 por la separacién materna en la CPF y NAcc; y aumento en la concentracion

de endocannabinoides en Nacc e hipocampo.
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Sin embargo, se desconoce si la separacion materna mas el aislamiento
social aumentan el consumo de alcohol y las conductas de tipo ansiedad, por

cambios en el sistema endocannabinoide y dopaminérgico.
Con base en lo anterior, surgen las siguientes preguntas experimentales:

¢El aislamiento social aumenta el consumo de alcohol y las conductas

tipo ansiedad en ratas privadas de cuidado materno?

¢, Cuéles son los cambios en el sistema dopaminérgico y
endocannabinoide asociado a la privacion de cuidado materno mas

aislamiento social?

4.2 Hipotesis

El aislamiento social aumenta el consumo de alcohol y las conductas tipo
ansiedad en ratas privadas de cuidado materno a través de cambios en la

expresion de los receptores CB1, CB2, D2 y D3 en el NAcc.

4.3 Objetivos
4.3.1 Objetivo General

Establecer si la privacién del cuidado materno y el aislamiento social se
asocian a un incremento en el consumo de alcohol y las conductas tipo ansiedad; y
cémo modifica la expresion de algunos componentes del sistema dopaminérgico y
endocannabinoide en el NAcc.
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4.3.2 Objetivos particulares

1. Determinar si el aislamiento social aumenta el consumo de

alcohol en las ratas privadas del cuidado materno.

2. Determinar la expresion de los receptores CB1, CB2, D2 y D3

en el NAcc después de la manipulacion conductual.
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Capitulo 5: Metodologia General
5.1 Experimento 1
5.1.1 Animales

Se emplearon 5 ratas Wistar gestantes a término (14 — 17 dia gestacional).
Los animales fueron obtenidos del Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM.
Las ratas gestantes fueron constantemente monitoreadas para detectar el momento

del nacimiento DPN 0).

Todos los animales fueron mantenidos bajo condiciones de luz-oscuridad
12x12 (hora de encendido 08:00 AM), temperatura (21 £ 1 °C) y humedad (52%)
constantes. Los animales tuvieron acceso a agua y alimento (RatChow, Purina) ad
libitum. El manejo y cuidado de los animales se apegd estrictamente a las
disposiciones establecidas en la Norma Oficial Mexicana sobre “Especificaciones
Técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio” (NOM-062-
Z00-1999) y a la Guia para el cuidado y uso de mamiferos en neurociencia e
investigacion conductual (National Research Council, 2010), y también en
cumplimiento con las pautas ARRIVE (Animal Research: Reporting in Vivo
Experiments, (www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines) y fueron aprobados por el

Comité de Investigacion y Etica de la Facultad de Medicina, UNAM.

Para evitar la variabilidad en las pruebas debido a los ritmos circadianos,
todas las pruebas (e.g, laberinto elevado de brazos abiertos, cuantificacion del

consumo de alcohol) se realizaron entre las 08:00 horas y las 11:00 horas. En la

53



Figura 5.1 se muestra la linea de tiempo con la secuencia de eventos y pruebas

conductuales a las que se sometieron los animales.

5.1.2 Privaciéon de cuidado materno

El protocolo de privacion de cuidado materno dur6 del DPN 2 hasta el DPN
15, y consiste en quitar a la madre de las crias por 3 horas diarias (8:00 — 11:00
horas). A partir del DPN16 hasta el destete (DPN 21) las crias permanecen las 24
horas con su madre. En contraste, el grupo control (sin-PCM), las crias permanecen

las 24 h con su madre desde el nacimiento hasta el destete.

.9
N
~

Protocolo de Protocolo de &
PCM LEBA autoadministracion por consumo voluntario {qfé’
I I I I I alimento I I de alcohol I
DPN 0 2 15 60 70 110 130 140

Figura 5.1: Linea del tiempo del experimento 1. DPN: dia postnatal, PCM: privacion de
cuidado materno, LEBA: Laberitnto elevado de brazos abiertos.

5.1.3 Laberinto elevado de brazos abiertos

A los animales se les evalu6é las conductas tipo ansiedad utilizando el
laberinto elevado de brazos abiertos, el cual consiste en un laberinto de 4 brazos
con forma de signo de +, cada brazo mide 50 cm de largo x 12 cm de ancho. 2
brazos son abiertos, es decir, no tienen paredes, mientras los otros dos son
cerrados, es decir tienen una pared de 90 cm de alto (Pellow, Chopin, File, & Briley,
1985). Las ratas se colocaron en el centro frente a un brazo abierto y se les permitié

explorar el laberinto durante 5 min (300 s). Se usé un sistema de seguimiento de
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video de comportamiento animal para registrar a los animales durante la prueba y

se evaluo el tiempo de permanencia en cada brazo, asi como el nUmero de cruces.

5.1.4 Protocolo de autoadministracién de alimento

Para evaluar el estado motivacional de las ratas, éstas fueron sometidas a
un programa de razdn progresiva, que mide la disposicion de los animales a trabajar
para obtener un pellet de alimento (Amancio-Belmont, Romano-L6épez, Ruiz-
Contreras, Méndez-Diaz, & Prospéro-Garcia, 2017). La autoadministracion de
alimento ocurrié en cadmaras de condicionamiento operante (Med Associated Inc.,
Saint Albans, VT, EE. UU.), equipadas con una palanca conectada a un depdsito de
alimento. Al presionar la palanca activa, se obtiene un pellet con sabor a chocolate
(Dustless Precision pellets®, 45 mg de sabor a chocolate) y se enciende una luz
blanca encima de la palanca (1 s), mientras que la palanca inactiva no entrega nada.
Se registraron todas las presiones de palanca. Antes del experimento, los animales
se mantenian al 85% de su peso corporal mediante la restriccion de alimentos
durante las sesiones de entrenamiento que fueron a razon fija 1 (FR1, por sus siglas
en inglés). El entrenamiento durd 5 sesiones diarias de 30 minutos en donde los

animales tenian que aprender a presionar la palanca activa para obtener el alimento.

Una vez completado el entrenamiento los animales regresaron a un
programa de alimentacion ad libitum y fueron sometidas a un programa de razon fija
5 (FR5, por sus siglas en inglés) hasta que alcanzaron la estabilidad. La estabilidad

se obtuvo cuando las ratas presionaron la palanca activa sin variacion superior al
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15% en el numero de presiones, en tres dias consecutivos. Una vez que las ratas
alcanzaron la estabilidad, se sometieron a un programa de razén progresiva para
determinar la cantidad de trabajo que las ratas estdn dispuestas a realizar para
obtener una recompensa en una tarea operante (Breakpoint). En estas sesiones las
ratas tenian que presionar la palanca activa un numero cada vez mayor de veces
para obtener el siguiente pellet de alimento. EI nimero de presiones de palanca
necesarias para obtener cada pellet fue determinado con la siguiente férmula (PR =
[5e (0.2 x namero de pellet)] - 5), que nos dio la siguiente secuencia: 1, 2, 4, 6, 9,
12, 15, 20, 25, 32, 40, 50, 62, 77, 95, 118, 145, 178, 219, 268, 328, 402, 492, 603.
Las ratas alcanzaron el breakpoint cuando pasaron mas de 20 minutos sin presionar

la palanca activa o la sesion finalizaba (duracion de la sesion =1 h)

5.1.5 Protocolo de consumo voluntario de alcohol

Los animales (n = 10 por grupo) fueron sometidos al protocolo de consumo
continuo y voluntario de alcohol. Los animales fueron alojados de manera individual
y se le dio acceso continuo a una botella de agua y a otra con una solucion de
alcohol al 10%, por 10 dias. Las botellas se cambiaban de lugar diariamente para
evitar preferencia de lugar. La cantidad de liquido consumido de ambas botellas se

cuantificd diariamente, asi como la cantidad de alimento consumido.
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5.1.6 Western blot

Finalizando el protocolo de alcohol los animales fueron sacrificados.
Adicionalmente se sacrific6 un grupo de ratas ratas naive (n = 5 x grupo). Los
animales fueron sacrificados por dislocacion cervical seguidos de decapitacion. Los
cerebros se extrajeron rapidamente y se obtuvo las siguientes estructuras: CPF y
NAcc con base en el manual estereotaxico (Paxinos y Watson, 2004). A los tejidos
se les agrego 0.19g de tejido/ 1 mL de buffer de extraccion de proteinas que contiene
250 mM de sucrosa, 1 mM de EDTA, 10 mM de Tris-HCI, 10 mM de PMSF, pH de
7.6 y coctel de inhibidores de proteasas (1 tableta/50 mL) (Roche Diagnostics) y se

homogenizaron las muestras por sonicacion.

Los homogeneizados se centrifugaron a 1000 g x 10 min a 4°C. Se separo el
sobrenadante (S1) del precipitado (P1). P1 se desechd, mientras que S1 se
centrifug6 a 17000 g durante 20 min y a 4°C. Se separ0 el sobrenadante (S2), que
contiene las proteinas citoplasmaticas, del precipitado (P2) que contiene las
proteinas de la membrana plasmatica. El P2 fue resuspendido agregando 85 pL del
buffer de extraccion de proteinas. Las muestras se congelaron a -20°C para su

posterior analisis.

Para cuantificar la cantidad de proteina de la muestra, se emple6 el método
de Lowry (Lowry y cols., 1951). Para ello se prepar6 una solucién stock de albumina
con una concentracion de 0.00147 g/mL (0.0147 g de albumina/10 mL de solucién

salina). Las muestras se cuantificaron por triplicado.
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La solucion de albumina se empledé para hacer una curva estandar,
empleando como Blanco 37 pL de solucién salina, 18 uL del reactivo A de Lowry
(BIO-RAD) y 145 puL del reactivo B de Lowry (BIO-RAD). Para cada punto de la
curva estandar se utilizé el mismo volumen de los reactivos Ay B de Lowry. Para
determinar la concentracion de proteina se empled 1 uL de muestra mas 36 uL de
solucion salina méas 18 pL del reactivo A de Lowry (BIO-RAD) y 145 uL del reactivo
B de Lowry (BIORAD). Las muestras se incubaron durante 30 min a temperatura
ambiente y se lee a 600 nm en un espectrofotometro. A través de la Ley de Lambert

y Beer se determiné la concentracién de proteina en cada muestra.

Para la cuantificacion de la expresion de receptores se utilizé la técnica de
western blot. Cada muestra se cauntifico por triplicado. El western blo es una técnica
analitica que se usa para detectar proteinas especificas de una mezcla compleja de
proteinas mediante una electroforesis en gel. 20 mg de proteina de las muestras
gue contienen proteinas de la membrana plasmatica se colocaron en cada pozo del
gel de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida al 8 % por 100 min a 110 V. Una vez
separadas las proteinas por el peso molecular, se realizo la electrotransferencia a
una membrana de PVDF (Millipore) durante 45 min a 10 V, en donde las proteinas

del gel se desplazan hacia el polo positivo, quedando atrapadas en la membrana.

Las membranas se lavaron 3 veces (10 min cada lavado) empleando TBS-T
(20 mM Tris HCI, 136 mM NacCl, 0.1% Tween 20, pH 7.6). Después, se realizo el
bloqueo utilizando leche descremada en polvo (BIO-RAD) al 5 % en TBS-T durante
2 horas a temperatura ambiente. La membrana de PVDF se incubé durante la noche

con anticuerpos policlonales de conejo CB1R (1:1000, CST, MA, EEUU) o B-actina
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(1:1000, CST, MA, EEUU) diluido en TBS-T a4 ° C. La membrana se lavo tres veces
(10 minutos cada lavado) con TBS-T y se incubd con el anticuerpo secundario de
burro anti-lgG de conejo acoplado a peroxidasa de rabano (1:2,000; CST, MA, USA)

en TBS-T durante 2 horas a temperatura ambiente.

Los immunoblots se detectaron empleando un reactivo de
guimioluminiscencia (AmershamBiosciences) y exponiendo la membrana a una
pelicula auto-radiografica durante 1 minuto (Kodak). Las peliculas auto-
radiograficas se analizaron en computadora empleando el programa ImageG. Los
resultados se cuantificaron como la densidad 6ptica del receptor en relacion con la

B-actina, proteina que se empled como control de carga.

5.1.7 Andlisis estadistico

Todos los datos se expresan como la media + EEM (error estandar de la
media). Se realizaron pruebas de normalidad para todos los datos (prueba general
de D'Agostino-Pearson). Se realizaron comparaciones estadisticas de las
diferencias entre los grupos mediante una prueba t de Student de dos colas o la
prueba U de Mann-Whitney cuando los datos no satisfacian la prueba de
normalidad. Los resultados se consideraron significativos cuando p <0.05. Se
calculd un coeficiente de correlacion de momento de producto de Pearson o una
correlacion de orden de rango de Spearman, segun corresponda, para evaluar la
relacion en los datos de comportamiento; y entre los datos de comportamiento y la

expresion de CB1R. Para los analisis de correlacién, la tasa de descubrimiento falso

59



se controlé considerando los resultados como significativos cuando p < 0.02 para
controlar el error Tipo | (Benjamini, Drai, ElImer, Kafkafi, & Golani, 2001). Los analisis

estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism version 6.0.

5.2 Experimento 2
5.2.1 Animales

Se emplearon 12 ratas Wistar gestantes a término (14 — 17 dia gestacional).
Los animales fueron obtenidos del Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM.
Las ratas gestantes fueron constantemente monitoreadas para detectar el momento

del nacimiento DPN 0).

Todos los animales fueron mantenidos bajo las mismas condiciones descritas
en la seccion 5.1.1. El manejo y cuidado de los animales se apeg6 estrictamente a
las disposiciones descritas en la seccion 5.1.1 y el protocolo fue aprobado por el

Comité de Investigacion y Etica de la Facultad de Medicina, UNAM.

Para evitar la variabilidad en las pruebas debido a los ritmos circadianos,
todas las pruebas (e.g, laberinto elevado de brazos abiertos, cuantificacién del
consumo de alcohol) se realizaron entre las 08:00 horas y las 11:00 horas. En la
Figura 5.2 se muestra la linea de tiempo con la secuencia de eventos y pruebas

conductuales a las que se sometieron los animales.
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Protocolo de consumo voluntario de alcohol:

Consumo voluntario

I I PCM I I Aislamiento social I de alcohol I

DPN 0 2 15 24 64 74
Laberinto elevado de brazos abierto: Laberinto elevado
Aislamient ial de brazos abiertos
PCM islamiento socia

DPN 0 2 15 24 64
Western Blot: Sacrificio
PCM Aislamiento social
W Western Blot
DPN 0 2 15 24 64

Figura 5.2: Linea del tiempo del experimento 2. DPN: dia postnatal, PCM: privacién de
cuidado materno.

5.2.2 Privacion de cuidado materno y Aislamiento social

Para la privacion de cuidado materno se utilizé el mismo protocolo descrito
en la seccion 5.1.2. El aislamiento social consistié en alojar individualmente a las
ratas (n = 60 sin privacion de cuidado materno y 60 con privacion de cuidado
materno); en contraste, l0s grupos sociales se mantuvieron en grupos de 10 en una
caja de acrilico (n = 30 por grupo) con las siguientes dimensiones 100 x 50 x 50 cm,

del DPN24 al 64.
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5.2.3 Laberinto elevado de brazos abiertos

Se evalué las conductas tipo ansiedad utilizando el laberinto elevado de
brazos abiertos a animales naive (n = 10 por grupo). Se utilizé el mismo protocolo

descrito en la seccién 5.1.3.

5.2.4 Protocolo de consumo voluntario de alcohol

Se evaluo el consumo de alcohol en animales naive (n = 10 por grupo). Se

utilizé el mismo protocolo descrito en la seccion 5.1.5.

5.2.5 Western blot

Un grupo de ratas naive (n = 10 por grupo) se sacrific6 mediante dislocacion
cervical seguido de decapitacion. Los cerebros se extrajeron rpidamente y se
obtuvo el NAcc con base en el manual estereotaxico (Paxinos y Watson, 2004). El
procesamiento de la muestra, la cuantificacibn de proteinas y el protocolo de
western blot que se us6 esta descrito en la seccion 5.1.6. La membrana de PVDF
se incubd durante la noche con anticuerpos policlonales de conejo D2R (1:300,
Santa Cruz, CA, EEUU), D3R (1:1000, Creative Diagnostics, NY, EEUU), CB1R
(1:2000, CST, MA, EEUU) o CB2R (1:500, Santa Cruz, CA, EEUU) diluido en TBS-
T a4 ° C. La membrana se lava tres veces (10 minutos cada lavado) con TBS-T y
se incubaron con el anticuerpo secundario de burro anti-lgG de conejo acoplado a
peroxidasa de rabano (1:2,000; CST, MA, USA) en TBS-T durante 2 horas a

temperatura ambiente.
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Los immunoblots se detectaron empleando un reactivo de
guimioluminiscencia (AmershamBiosciences) y exponiendo la membrana a una
pelicula auto-radiografica durante 1 minuto (Kodak). Las peliculas auto-
radiograficas se analizaron en computadora empleando el programa ImageG. Los
resultados se cuantificaron como la densidad Optica del receptor en relacion con la

B-actina, proteina que se emple6 como control de carga.

5.2.6 Andlisis estadistico

Todos los datos se expresan como la media + EEM (error estandar de la
media). Se realizaron pruebas de normalidad para todos los datos (prueba general
de D'Agostino-Pearson). Se realizaron comparaciones estadisticas de las
diferencias entre los grupos mediante una ANOVA de dos vias con la variable
cuidado materno (Sin privacion de cuidado materno vs. Privadas de cuidado
materno) y la variable socializacion (Sociales vs. Aislamiento Social). Se us6 una
prueba Tukey como post hoc. Para los datos del consumo diario de alcohol, se
analizaron los datos a través de una ANOVA mixta de tres vias (entre sujetos:
cuidado materno y tipo de crianza; intra sujetos: dias). Los andlisis estadisticos se

realizaron con el software GraphPad Prism version 6.0.
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Capitulo 6: Resultados

6.1 Experimento 1

6.1.1 Datos conductuales

La secuencia de las pruebas se ilustra en la Figura 5.1. Los datos muestran
que la privacion de cuidado materno (PCM) disminuye el tiempo de permanencia en
los brazos abiertos del laberinto elevado en cruz (Figura 6.1; tas) = 2.323, p =
0.0321); de igual forma disminuye el nimero de entradas en los brazos abiertos
(Figura 6.1; tus) = 2.376, p = 0.0288) en comparacion con el grupo control (sin PCM).
Sin embargo, no hay diferencias en el nUmero total de entradas en el laberinto
(Figura 6.1; tas) = 0.4166, p = 0.6819), ni en la distancia total (Figura 6.1; tas) =

0.7562, p = 0.4593).

En cuanto a la motivacion por un reforzador apetitoso, los datos sefialan que
no existen diferencias estadisticamente significativas en la fase de adquisicion de la
tarea ni en la fase de razén fija 5 (FR5 por sus siglas en inglés) en ninguna de las
dos palancas (activa e inactiva). De igual forma, no hay diferencias en la cantidad
de alimento consumido. En la sesién de razén progresiva, tampoco se observaron
diferencias en el numero de presiones en palanca activa ni inactiva, ni en el
breakpoint (BP) entre ratas el grupo control y las ratas que fueron privadas de

cuidado materno (Tabla 2).
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Figura 6.1: Efectos de la privacionde cuidado materno (PCM) en la conducta tipo
ansiedad. Los resultados muestran el tiempo de permanencia en los brazos abiertos
(A), el porcentaje de entradas a los brazos abiertos (B), el niumero total de entradas y
la distancia total recorrida (D). * p < 0.05 sin PCM vs PCM.

Los datos de consumo de alcohol sefialan que las ratas privadas de cuidado
materno consumen una mayor cantidad de alcohol en comparacién con el grupo
control (Figura 6.2; tas) = 2.466, p = 0.0239). Haciendo andlisis de correlaciones, los
datos muestran una correlacién negativa entre la cantidad de alcohol consumido y
el tiempo de permanencia en los brazos abiertos del laberinto elevado de brazos
abiertos (Figura 6.2, r =- 0.5698, p = 0.0087). Sin embargo, no hay correlacion entre

el consumo de alcohol y la motivacién por un reforzador apetitoso (Figura 6.2, p =

0.6292).
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Tabla 3: Resultados del protocolo de autoadministracién por un reforzador apetitoso

Parametro Sin PCM PCM t-test or Mann p
Whitney test

a) Presiones en la 252.7+44.65 2955+35.84  tus=0.7476 0.4644

palanca activa (FR1)

b) Presiones en la 4.100 £ 1.027 2.400 + tus = 1.294 0.2120

palanca inactiva (FR1) 0.8192

c) Presiones en la 260.7 £37.48 342.3+55.92 taug = 1.211 0.2415

palanca activa (FR5)

d) Presiones en la 7.267 £1.941 1117 £5.116 tuiss=0.7127 0.4902

palanca inactiva (FR5)

e) Cantidad de 0.6956 + 0.9680 + tas) = 1.333 0.1992

alimento consumido en 0.1218 0.1641

la linea base (g de

alimento/ g de peso x

100)

f) Presiones en la 259.6 £ 38.18 2955+ 74.72  tus = 0.4279 0.6738

palanca activa (BP)

g) Presiones en la 20.20+11.45 1850+ 7.559  tug=0.1239 0.9028

palanca inactiva (BP)

h) Breakpoint 77 [50, 81.5] 77 [47.5, 81.5] U@105,99.5) = 0.6977

445,

Los datos estan expresados como media + EEM, a excepcién del Breakpoint: mediana [rango

interquartil].
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Figura 6.2: Efectos de la privaciéon de cuidado materno (PCM) en el consumo de
alcohol. Los datos muestran el consumo de alcohol (A) * p < 0.05 sin PCM vs PCM.
B-C) Correlacion entre la cantidad de alcohol consumido y el tiempo de permanencia
en los brazos abiertos (B) y el Break point (C).

6.1.2 Expresion del receptor CB1

Se evalud la expresion del receptor CB1 en un grupo de ratas naive. Los
datos muestran que la privacién de cuidado materno disminuye la expresion del CB1
en la CPF (Figura 6.3; tu.779) = 2.466, p = 0.0370) y aumenta la expresion del CB1

en el NAcc (Figura 6.4; ts)= 6.507, p = 0.0002).

Adicionalmente, a las ratas que fueron sometidas a las evaluaciones
conductuales, se les sacrifico al finalizar el protocolo de alcohol. Los datos muestran
gue existe una fuerte correlacion negativa entre la cantidad de alcohol consumido y

la expresion del receptor CB1 en la CPF (Figura 6.3, r = -0.8464, p < 0.0001). Sin
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embargo, no hay una correlacién entre el tiempo de permanencia en los brazos
abiertos (Figura 6.4, p = 0.0449) ni de la motivacién por un reforzador apetitoso con

la expresion del receptor CB1 en la CPF (p = 0.8265).
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Figura 6.3: Receptor CB1 en la CPF. A) llustra la region del cerebro disectada. B)
Expresion del receptor CB1 en la CPF, *p < 0.05. C-D) Correlacién entre la expresion
del receptor CB1 en la CPF y el consumo de alcohol (C), y entre la expresion del
receptor CB1 en la CPF y el tiempo en los brazos abiertos del laberinto elevado de
brazos abiertos (D). * p < 0.05 sin PCM vs PCM.

Ademas, se encontré una fuerte correlacion entre la cantidad de alcohol
consumido y la expresion del CB1 en el NAcc (Figura 6.4, r = 0.8994, p < 0.0001),
y una correlacion negativa entre el tiempo de permanencia en los brazos abiertos y

la expresion del CB1 en el NAcc (Figura 6.4, r =- 0.4529, p = 0.0202). Sin embargo,
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no se encontrd correlacion entre la motivacion por un reforzador apetitoso y la

expresion del CB1 en el NAcc (p =0.3058).
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Figura 6.4: Receptor CB1 en el NAcc. A) llustra la region del cerebro disectada. B)
Expresion del receptor CB1 en el NAcc, *p < 0.05. C-D) Correlacion entre la expresion
del receptor CB1 en el NAcc y el consumo de alcohol (C), y entre la expresiéon del
receptor CB1 en el NAcc y el tiempo en los brazos abiertos del laberinto elevado de
brazos abiertos (D). * p < 0.05 sin PCM vs PCM.

Asimismo, se encontrd una fuerte correlacion entre la expresion del receptor
CB1 en la CPF y en el NAcc (r = -0.865, p < 0.0001). Considerando las
correlaciones encontradas entre la expresion del CB1 en la CPF y en NAcc con el
consumo de alcohol, y la correlacion entre el consumo de alcohol y el tiempo en los
brazos abierto se decidio hacer un analisis de regresion multiple considerando estas

tres variables. Los resultados muestran que solo la expresion del receptor CB1 en

el NAcc predice la cantidad de alcohol consumido por la rata (8 = 0.806, tas)= 3.592,
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p =0.001), explicando una alta proporcién de la varianza (R? ajustada = 0.827; F3,16)

= 31.247, p = 0.000001).

6.2 Experimento 2
6.2.1 Datos conductuales

En el experimento 2 ademéas de emplear ratas con privacion de cuidado
materno (PCM), también se emplearon ratas que sufrieron de asilamiento social
(AS) durante la adolescencia y ratas con la combinacién de ambos estresores (PCM
+ AS). A todos los individuos se les evalué en la edad adulta el consumo de alcohol
y la conducta tipo ansiedad. En la figura 6.5 se muestran los resultados para la
conducta tipo ansiedad, los cuales muestran un efecto principal significativo en la
variable cuidado materno para el tiempo de permanencia en los brazos abiertos y
cerrados del laberinto elevado de brazos abiertos (brazos abiertos: F1,32) = 12.84, p
= 0.0011, np? = 0.29; brazos cerrados: F,32) = 6.676, p = 0.0145, np? = 0.16). Las
ratas privadas de cuidado materno pasan menos tiempo en los brazos abiertos y
mas tiempo en los brazos cerrados en comparacién con las ratas sin privacion de
cuidado materno. De igual forma, se observo un efecto principal significativo en la
variable socializacién (brazos abiertos: F(1,32) = 9.897, p = 0.0036, np? = 0.24; brazos
cerrados: F@,32 = 9.303, p = 0.0046, np? = 0.23); los individuos que sufrieron
aislamiento social pasan una menor cantidad de tiempo en los brazos abiertos y una
mayor cantidad en los brazos cerrados en comparacion con los individuos
socializados. La interaccion entre cuidado materno y socializacion no fue

estadisticamente significativa (brazos abiertos: p = 0.9965; brazos cerrados: p =
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0.405). Se realizdé un analisis de regresion linear simple para determinar como se
afecta el tiempo que pasan en los brazos abierto o cerrados en funcién de niamero
de factores de estrés que sufrieron los animales. El andlisis estadistico muestra que
el tiempo en los brazos se predijo significativamente por el nimero de factores de
estrés (B = -0.0087, t@4) = -4.915, p < 0.0001), y una proporcion significativa de la
varianza se explica por estas manipulaciones (R? = 0.4153, Fq,34 = 24.15, p <
0.0001). Asimismo, el tiempo en los brazos se predijo significativamente por el
namero de factores de estrés (B = 0.008, ts4) = 3.994, p = 0.0003), y también una
proporcion significativa de la varianza se explica por el predictor (R? = 0.3194, F(1,34)

= 15.95, p = 0.0003).
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Figura 6.5: Efectos de la privacion de cuidado materno (PCM) y el aislamiento social
(AS) en las conductas tipo ansiedad. Los datos muestran el tiempo de permanencia
en los brazos abiertos (A) y brazos cerrados (B). (C-D) Analisis de regresion linear
simple para el tiempo de permanencia en los brazos abiertos (C) y brazos cerrados
(D) funcién de namero de factores de estrés. 2 p < 0.05 sin PCM vs PCM, ® p < 0.05
Soc vs AS.
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En otro grupo diferente de ratas se evalué el consumo de alcohol voluntario,
los datos se muestran en la figura 6.6. El andlisis estadistico muestra un efecto
principal significativo en la variable cuidado materno para el consumo y la
preferencia por el alcohol (Consumo de alcohol: F,36) = 39.14, p < 0.0001, np? =
0.52; preferencia por el alcohol: F,36) = 30.26, p < 0.0001, np? = 0.46), las ratas
privadas de cuidado materno tienen una mayor preferencia y consumo de alcohol
en comparacion con los animales sin privaciéon de cuidado materno. Asimismo, se
observd un efecto principal significativo en la variable socializacion (consumo de
alcohol: F1,36) = 21.74, p < 0.0001, np? = 0.38; preferencia por el alcohol: F,3e) =
21.37, p <0.0001, np? = 0.37); los individuos que sufrieron aislamiento social tienen
un mayor consumo Yy preferencia de alcohol que los animales socializados. La
interaccion entre cuidado materno y socializacion no fue estadisticamente
significativa (consumo de alcohol: p = 0.4626; preferencia por el alcohol: p = 0.968).
También se realizé un andlisis de regresion linear simple para determinar como se
afecta el consumo y la preferencia de alcohol en funcién de niumero de factores de
estrés. El analisis estadistico muestra que el consumo de alcohol se predijo
significativamente por el nimero de factores de estrés (B = 0.78, t@s) = 7.739, p <
0.0001) y una proporcion significativa de la varianza se explica por estas
manipulaciones (R? = 0.6118, F@3s = 59.90, p < 0.0001). Adicionalmente, la
preferencia por el alcohol también se predijo significativamente por el nimero de

factores de estrés (B = 0.77, t@s) = 7.32, p < 0.0001), y también, una proporcion
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significativa de la varianza se explica por el predictor (R? = 0.5848, F(1,38) = 53.52, p

< 0.0001).

Uno de los criterios para determinar si una rata es alta consumidora de
alcohol es que consuma mas de 5 g/kg de alcohol al dia (). En la tabla 3 se muestra
la cantidad de animales que cumplen con este criterio. El 27.5% de las ratas de los
4 grupos consume mas de 5 g/kg al dia. De estos, el 72.7% son ratas que fueron
privadas de cuidado materno y después fueron aisladas. El 18.2% pertenecen al

grupo PCM + Soc y el 9.1% son ratas sin PCM + AS.

Tabla 4: Distribicion de ratas altas y bajas bebedoras
Sin PCM +Soc PCM + Soc  Sin PCM + AS PCM + AS Total

Bajo 10 8 9 2 29
(<5g/kg)
Alto 0 2 1 8 11
(>5a/kg)

También se evalud el consumo total de liquido (Figura 6.7). El analisis
estadistico revela que no hay diferencias estadisticamente significativas en funcién
de la variable cuidado materno (p = 0.2817), la variable socializacion (p = 0.7094),
ni en la interaccién (p = 0.8442). De igual forma, se evalu6 la cantidad total de
calorias ingeridas (Figura 6.7), tampoco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en funcién de la variable cuidado materno (p =

0.0645), la variable socializacion (p = 0.1618), ni en la interaccién (p = 0.6925).
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Figura 6.6: Efectos de la privacién de cuidado materno (PCM) y el aislamiento social
(AS) en el consumo (A) y preferencia (B) por el alcohol. (C-D) Analisis de regresion
linear simple para el consumo (C) y la preferencia por el alcohol (D) funcién de
namero de factores de estrés. 2 p < 0.05 sin PCM vs PCM, ® p < 0.05, Soc vs AS.

Se cuantificod la cantidad diaria de alcohol que consumieron los diferentes
grupos experimentales (Figura 6.8). El analisis estadistico revela que la interaccion
entre las variables cuidado materno, socializacién y dia no es estadisticamente
significativo (F@,36 = 0.42, p = 0.521). Tampoco las interacciones entre cuidado
materno-socializaciéon (F,36 = 0.551, p = 0.462), entre socializacion-dia (F(1,36) =
0.546, p = 0.464) fueron estadisticamente significativas. En contraste, la interaccién
cuidado materno-dia si fue estadisticamente significativa (F(1,35) = 20.748, p <
0.0001). El analisis post hoc muestra que las ratas privadas de cuidado materno
consumen mayor cantidad de alcohol a partir del dia 2, con excepcion del dia 5: dia
2 (p < 0.0001), dia 3 (p = 0.007), dia 4 (p = 0.005), dia 6 (p = 0.0005), dia 7 (p <

74



0.0001), dia 8 (p <0.0001), dia 9 (p < 0.0001) y dia 10 (p = 0.0007) en comparaciéon
con los individuos sin privacion de cuidado materno. De igual forma, el andlisis post
hoc muestra que no hay diferencias en el consumo de los animales sin privacion de
cuidado materno a lo largo de los 10 dias ((p > 0.5). Sin embargo, el grupo con
privacion de cuidado materno consume una mayor cantidad de alcohol a lo largo de
los 10 dias: las ratas con privacién de cuidado materno consumen mas alcohol en
el dia 6 (p =0.018), dia 7 (p = 0.005), dia 8 (p < 0.001), dia 9 (p < 0.001) y dia 10 (p
< 0.001) en relacion con el dia 1. Asimismo, ingieren una mayor cantidad de alcohol
en los dias 8, 9 and 10 en relacion con el dia 2 (p = 0.002, p = 0.001, p = 0.001,
respectivamente), dia 3 (p = 0.005, p = 0.004, p = 0.004, respectivamente) y dia 4

(p =0.011, p = 0.009, p = 0.01, respectivamente).
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Figura 6.7: Efectos de la privacion de cuidado materno (PCM) y el aislamiento social
(AS) en el consumo total de liguido (A) y en el consumo total de calorias (B).
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vs PCM. En ratas privadas de cuidado materno: ® p <0.02 vs Dia 1. ¢ p < 0.02 vs Dias
2,3y4.

6.2.2 Expresion del receptor CB1y CB2

Se evalué la expresién de los receptores CB1y CB2 en el NAcc, en un grupo
de ratas naive de los 4 grupos experimentales. Los resultados de la expresién del
receptor CB1 se muestran en la figura 6.9. El analisis estadistico muestra un efecto
principal significativo en la variable cuidado materno para la expresion del receptor
CB1 (Fa,36 = 110.5, p < 0.0001, np? = 0.75); sin embargo, el factor socializacién (p

= 0.4014) ni la interaccion (p = 0.2382) fueron estadisticamente significativos.

Los datos de la expresiéon del receptor CB2 se muestran en la figura 6.9. El

analisis estadistico muestra que ninguno de los factores (Cuidado materno: p =
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0.1080; Socializaciéon: p = 0.2150) ni la interaccion (p = 0.0704) fueron

estadisticamente significativos.
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Figura 6.9: Efectos de la privacion de cuidado materno (PCM) y el aislamiento social
(AS) en la expresién de receptores a cannabinoides CB1 (A) y CB2 (B) en el NAcc. 2p
< 0.05 sin PCM vs PCM.

6.2.3 Expresién del receptor D2y D3

También se determiné la expresién de los receptores D2 y D3 en el NAcc, en
un grupo de ratas naive de los 4 grupos experimentales. Los resultados de la
expresion del receptor D2 se muestran en la figura 6.10. El andlisis estadistico
muestra que los factores principales cuidado materno (F@,36) = 16.92, p = 0.0002,
ne®> = 0.32) y socializacion (Fazs = 6.499, p = 0.0152, np> = 0.15) son
estadisticamente significativos, asi como la interaccion (F,36 = 9.798, p = 0.0035,
np? = 0.21). El andlisis post hoc muestra que hay una mayor expresion del receptor
D2 en los grupos sin PCM + AS (p = 0.0016), PCM + Soc (p < 0.0001) y PCM + AS
(p = 0.0002) en comparaciéon con el grupo control (sin PCM + Soc). No se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre sin PCM + AS y PCM
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+ Soc (p =0.6881), sin PCM + ASy PCM + AS (p =0.8981), y PCM + Soc y PCM +

AS (p = 0.9763).

Los resultados para la expresion del receptor D3 se muestran en la figura
6.10. El andlisis estadistico muestra que los factores principales cuidado materno
(F1,36) = 19.39, p < 0.0001, np?= 0.35) y socializacién (F,36) = 21.61, p < 0.0001, np?
= 0.38) son estadisticamente significativos, asi como la interaccion (Fa,36) = 5.841,
p = 0.0208, np? = 0.14). El andlisis post hoc muestra que hay una mayor expresion
del receptor D3 en los grupos sin PCM + AS (p < 0.0001), PCM + Soc (p = 0.0001)
y PCM + AS (p < 0.0001) en comparacion con el grupo control (sin PCM + Soc). No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre sin PCM + AS y
PCM + Soc (p = 0.9981), sin PCM + AS y PCM + AS (p = 0.5048), y PCM + Soc y

PCM + AS (p = 0.4035).
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Figura 6.10: Efectos de la privaciéon materna (PCM) y el aislamiento social (AS) en la
expresion receptores dopaminérgicos D2 (A) y D3 (B) en el NAcc. 2 p < 0.05 vs sin
PCM + Soc.
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Capitulo 7: Discusion

7.1 Experimento 1

El experimento 1 muestra que la privacién de cuidado materno en ratas
macho aumenta las conductas tipo-ansiedad e incrementa el consumo voluntario de
alcohol. Ademas, muestra que entre mayor sean las conductas tipo ansiedad, mayor
es el consumo de alcohol. Asimismo, la privacion de cuidado materno aumenta la
expresion del receptor CB1 en el NAcc y reduce la expresion del CB1 en la CPF.
También se mostré6 que a mayor expresion del CB1 en el NAcc, mayor es el
consumo de alcohol y mayor las conductas tipo ansiedad. En contraste, a mayor
consumo de alcohol, menor es la expresion del CB1 en la CPF.

Estos datos son consistentes con datos previos que han mostrado que la
privacién de cuidado materno aumenta las conductas tipo ansiedad, por ejemplo, la
privacion de cuidado materno por 4 horas (h) diarias del DPN 1 al 21 aumenta las
conductas tipo ansiedad en ratas Wistar adolescentes (Li etal., 2013). De igual
forma, la privacion de cuidado materno en ratones aumentd las conductas tipo
ansiedad en el laberinto elevado de brazos abiertos, la prueba de caja de luz y
oscuridad (light-dark box test) y en el campo abierto (Garcia-Gutiérrez et al., 2015;
Shin, Baek, Han, & Min, 2019). Asimismo, privacion de cuidado materno por 3 h del
DPN 1 al 14 incrementa las conductas tipo ansiedad en ratas Sprague-Dawley
adultas (Lee, Kim, & Jahng, 2014); fendmeno que ha sido descrito por otros grupos

de investigacion (Lambas-Sefas et al., 2009). Nuestros datos muestran que la
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privacion de cuidado materno por 3 h diarias del DPN 2 al 15 incrementa las
conductas tipo ansiedad.

De igual forma, diversas investigaciones han mostrado que la privacién de
cuidado materno facilita el consumo de sustancias de abuso, incluido el alcohol.
Previamente en el laboratorio se habia mostrado que la privacién de cuidado
materno por 6 h diarias del DPN 2 al 15 facilita el consumo de alcohol en ratas
Wistar adultas en comparacion con el grupo sin privacion de cuidado materno
(Romano-Lépez et al., 2012); mientras que la privacién de cuidado materno por 3 h
diarias del DPN 2 al 15 aumenta el consumo de alcohol en ratas Long Evans (Huot
et al., 2001). Nuestros datos muestran que la privacion de cuidado materno por 3 h
diarias del DPN 2 al 15 también incrementa el consumo de alcohol voluntario y que
este alto consumo de alcohol esté correlacionado con el nivel de ansiedad de los
individuos. Sin embargo, la privacion de cuidado materno no modifica la motivacion
por obtener un reforzador apetitoso, sugiriendo que el estrés temprano
probablemente no impacta en la motivacion de reforzadores naturales.

Las interacciones entre la madre y las crias son esenciales para el desarrollo
neural de los dltimos (Kuhn, Pauk, & Schanberg, 1990; Nephew & Murgatroyd,
2013). Se ha mostrado que las interferencias en estas interacciones pueden alterar
los procesos neurales y afectar el desarrollo normal de estructuras relacionadas con
el reforzamiento como el NAcc, VTA y el palido ventral (Monroy et al., 2010; Ploj et
al., 2003; Romano-Lopez et al., 2016); con el control del estrés como la CPF
(Brenhouse, Lukkes, & Andersen, 2013) y con estructuras que median la respuesta
al estrés como el eje HPA y laamigdala (Ladd et al., 1996; Plotsky & Meaney, 1993).

Con base en esto, hipotetizamos que estas alteraciones, las cuales incluyen
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cambios en el sistema eCB (Portero-Tresserra et al., 2018; Romano-Lépez et al.,
2012), pueden incrementar la vulnerabilidad a la ansiedad y esta a su vez facilitar el
consumo de alcohol. Dado que diversos estudios han mostrado los efectos
ansioliticos del alcohol (Morales-Mulia et al., 2012), es esperado que niveles
anormales de ansiedad faciliten el consumo de alcohol (Pandey et al., 2005) con el
objetivo de disminuir los estados afectivos negativos causados por la ansiedad
(Yang et al., 2015). Ademas, se ha demostrado la importancia de la CPF en la
terminacion de la respuesta al estrés (Hill et al., 2010, 2011), y a la regulacién de
las emociones, y la participaciéon del SeCB en estos procesos (Bambico, Katz,
Debonnel, & Gobbi, 2007; McLaughlin et al., 2012; Rubino et al., 2008). Con base
en esto, se propone que la baja expresion del receptor CB1 en la CPF de ratas con
privacion de cuidado materno es responsable de los altos niveles de estrés
observado en roedores que fueron privados de cuidado materno (Aisa, Tordera,
Lasheras, Del Rio, & Ramirez, 2007; Lajud, Roque, Cajero, Gutiérrez-Ospina, &
Torner, 2012), generando una ineficiente habilidad para detener la respuesta al
estrés del eje HPA; que a su vez incrementa los niveles de ansiedad en estos
sujetos, lo que facilitaria el consumo de alcohol.

Diversos estudios han mostrado que alcohol induce a cambios en el SeCB,
por ejemplo, el tratamiento crénico de alcohol incrementa la sintesis de anandamida
y 2-AG en SK-N-SH y en neuronas granulares del cerebelo (Basavarajappa &
Hungund, 1999; Basavarajappa, Saito, Cooper, & Hungund, 2000, 2003); mientras,
el consumo de alcohol aumenta los niveles de 2-AG en el NAcc (Alvarez-Jaimes,
Stouffer, & Parsons, 2009; Caille et al., 2007) y los de AEA en la corteza cerebral

(Vinod et al.,, 2006) y también en el NAcc (Malinen, Lehtonen, & Hyytia, 2009).
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Nuestros datos muestran que la privacion de cuidado materno altera la expresiéon
del receptor CB1, observamos que la privacién de cuidado materno reduce la
expresion del receptor CB1 en la CPF mientras lo incrementa en el NAcc.
Hipotetizamos que la reduccion en la expresion del receptor CB1 es una medida
compensadora del sistema debido al alto tono endocannabinoide en la CPF
asociado al alto consumo de alcohol (Hansson et al., 2007). En contraste, la
privacién de cuidado materno aumenta la expresion del receptor CB1 en el NAcc, la
cual suponemos que facilita el consumo de alcohol y ademas es un mecanismo
compensador debido al bajo tono eCB observado en roedores expuestos a la
privacién de cuidado materno (Portero-Tresserra et al., 2018).

Nuestro estudio muestra la importancia de la expresion del receptor CB1 en
el NAcc como un predictor del consumo de alcohol. Diversas evidencias
farmacoldgicas apoyan esta idea; por ejemplo, la activacion del CB1 en el NAcc
incrementa el consumo de alcohol; en cambio, el bloqueo del CB1 disminuye el
consumo de alcohol (Gallate, Saharov, Mallet, & McGregor, 1999; Malinen & Hyytia,
2008). De igual forma, el antagonismo del receptor CB1 reduce las propiedades
reforzantes del alcohol al disminuir la liberacion de DA en el NAcc (Hungund et al.,
2003). El receptor CB1 se expresa en el NAcc en las terminales glutamatérgicas, su
activacion previene la liberacion de glutamato (Pistis, Muntoni, Pillolla, & Gessa,
2002; Robbe, Alonso, Duchamp, Bockaert, & Manzoni, 2001) lo que a su vez reduce
la excitabilidad de las espinosas medianas (MSN, por sus siglas en inglés) del NAcc
(Pistis et al., 2002), las cuales ejercen un control inhibidor sobre las neuronas
dopaminérgicas del VTA que proyectan al NAcc (Grueter, Brasnjo, & Malenka,

2010). Por lo tanto, la activacion del receptor CB1 en el NAcc indirectamente facilita
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la activacion de las neuronas dopaminérgicas del VTA y la liberacion de DA en el
NAcc (Hungund et al., 2003; Perra et al., 2005) lo que promueve el reforzamiento
(Méndez-Diaz et al., 2019). Con base en esto, hipotetizamos que la privacion de
cuidado materno sobreexpresa al receptor CB1 en las terminales glutamatérgicas,
las cuales estarian mas inhibidas por accion del CB1 y no activarian a las MSN, en
consecuencia, no habria control inhibidor de las dopaminérgicas del VTA, lo que
facilitaria la liberacion de DA asociado al consumo del alcohol, y por lo tanto

aumentaria su consumo.

7.2 Experimento 2

En el experimento 2 se muestra que la privacion de cuidado materno (PCM)
aumenta el consumo de alcohol y la ansiedad en ratas macho. En estos
experimentos se incluyé una nueva variable, la socializacion (S) como condicién
control y el aislamiento social (AS) como condiciébn experimental. Este estudio
muestra que el aislamiento social aumenta la preferencia y el consumo de alcohol y
las conductas tipo ansiedad en ratas macho. Mientras que la combinacion de
privacion de cuidado materno mas aislamiento social (PCM + AS) incrementan auin
mas las conductas tipo ansiedad y la preferencia y la ingesta de alcohol.
Adicionalmente, los resultados muestran que todos los grupos consumieron la
misma cantidad de liquido, sugiriendo que los cambios en el consumo de alcohol no
se deben a cambios en el sistema homeostatico sino a cambios en el sistema del
reforzamiento. Como se mencion6 anteriormente, hay una relacion entre los niveles

de ansiedad y el consumo de alcohol. En este estudio se muestra que los grupos

83



estresados (PCM + S, sin PCM + AS y PCM + AS) exhiben mayores niveles de
ansiedad lo que pudiera estar facilitando el consumo de alcohol.

Previamente, se habia discutido la importancia de las relaciones entre la
madre y las crias en el desarrollo de las crias, y que las alteraciones en estas
interacciones generaban cambios en regiones asociadas al control del estrés, del
reforzamiento y de la respuesta al estrés. De manera similar, la privacion de
interacciones sociales durante la adolescencia, que son cruciales para el desarrollo
cortical de los individuos (Pellis, Pellis, & Bell, 2010) pueden alterar el control del
estrés y el autocontrol. Por otra parte, se ha mostrado que reforzadores sociales
previenen la recaida a la autoadministracion de substancias de abuso (Venniro
et al., 2018).

Nuestros datos son consistentes con datos previos que muestran que el
estrés cronico durante la adolescencia facilita las conductas tipo ansiedad (Skelly
et al., 2015; Yorgason et al., 2013) y estas a su vez facilitan el consumo de alcohol
(Lesscher etal., 2015; McCool & Chappell, 2009; Skelly etal., 2015).
Adicionalmente, nuestros resultados muestran que la combinacion de privacion de
cuidado materno mas aislamiento social aumenta aun mas la ansiedad y el consumo
de alcohol, lo que sugiere un efecto aditivo si el individuo experimenta crianza
negligente y/o abusiva, y ademas sufre estrés psicosocial durante la adolescencia.

Al igual que en el experimento 1, el experimento 2 muestra que la privacion
de cuidado materno aumenta la expresion del receptor CB1 en el NAcc.
Anteriormente, se habia discutido la relacion del receptor CB1 en el NAcc en el
consumo de alcohol y como la sobreexpresion de este receptor en el NAcc estaria

facilitando el consumo de alcohol en las ratas privadas de cuidado materno, de
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hecho, hipotetizamos que la sobreexpresion del receptor CB1 en el NAcc estaria
facilitando el escalamiento en el consumo de alcohol observado Unicamente en las
ratas privadas de cuidado materno. A pesar de las evidencias sobre la importancia
del SeCB en la socializacion (Folkes et al.,, 2019; Trezza et al., 2012) nuestro
estudio indica que el aislamiento social no produce cambios en la expresion del
receptor CB1 en el NAcc.

A pesar de que hay evidencias farmacolégicas que apuntan a la participacion
del receptor CB2 en las propiedades reforzantes del alcohol (Al Mansouri et al.,
2014), este estudio muestra que no hay cambios en la expresién del CB2 en el NAcc
por la privacién de cuidado materno ni por el aislamiento social.

Adicionalmente también se evalué la expresion de los receptores
dopaminérgicos D2 y D3 en el NAcc. Los datos muestran que tanto la privacién de
cuidado materno como el aislamiento social aumentan la expresiéon de estos
receptores. Sin embargo, la combinacién de privacion de cuidado materno mas
aislamiento social no incrementa mas la expresion de estos receptores
dopaminérgicos; es posible que los genes que codifican a los receptores D2 y D3
compartan los mismos mecanismos epigenéticos y, por lo tanto, cuando ya se ha
sobreexpresado el receptor, no se puede sobreexpresar mas.

Los datos de este estudio estan en concordancia con datos previos del
laboratorio que muestran que la privacién de cuidado materno aumenta la expresion
del D2 en el NAcc (Romano-Lopez et al., 2016); y con estudios previos que
muestran que el aislamiento social incrementa la expresion del D2 en el NAcc
(Djouma et al., 2006; Han et al., 2012). Otro estudio realizado en ratones a los cuales

se les ha sobreexpresado el receptor de D2 s6lo en las MSN de la via indirecta, se
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observa que presentan mayor motivacion a consumir un reforzador (Gallo et al.,
2018). Hipotetizamos que la privacion de cuidado materno y el aislamiento social
estarian sobreexpresado el receptor D2 en las MSN de la via indirecta, y esto
facilitaria la motivacion por el alcohol.

Para el caso del receptor D3, se ha mostrado que la exposicién a un estresor
agudo aumenta la expresion del receptor D3 en el NAcc de ratas adultas (EI-Khodor
& Boksa, 2001); sin embargo, a la fecha no se ha mostrado el efecto de estresores
cronicos en la expresion del este receptor. Hipotetizamos que esta sobreexpresion
del receptor D3 en el NAcc facilita el consumo de alcohol, esto esté sustentado en
evidencias farmacolégicas que han mostrado que la administracién de un agonista
al receptor D3 facilita el consumo de alcohol (Bahi & Dreyer, 2014); en contraste, el
antagonismo del D3 reduce la auto-administracion de alcohol (Christian A.
Heidbreder et al., 2007), y la preferencia por alcohol en ratas (Thanos, Katana, et al.,
2005). De igual forma, manipulaciones genéticas han mostrado que la
sobreexpresion del receptor D3 en el NAcc a través de un vector viral incrementa la
conducta de busqueda por alcohol y el consumo de alcohol; en cambio, la reduccién
de la expresion del D3 a través de un vector viral en el NAcc reduce el consumo y

la basqueda de alcohol (Bahi & Dreyer, 2014).

En resumen, estos estudios sugieren que el estrés cronico en etapas
tempranas de la vida incrementa la ansiedad, lo que facilitaria el consumo de
alcohol. Ademas, la combinacion de estresores (privacion de cuidado materno mas
aislamiento social) incrementaria ain mas la ansiedad y la ingesta de alcohol. Por

otro lado, el estrés esta afectando la expresion de receptores dopaminérgicos D2 y
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D3 y al receptor CB1 en el NAcc, los cuales estarian facilitando el consumo de
alcohol y potencialmente facilitando el desarrollo de un trastorno por consumo de

alcohol.
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Capitulo 8: Conclusién

Este estudio muestra que el cuidado negligente y/o abuso por parte de los
cuidadores primarios mas estrés psicosocial en la adolescencia (acoso,
discriminacion, estigmatizacion, etc.) modifican la expresion de algunos
componentes del sistema dopaminérgico y del sistema endocannabinoide que
podrian estar vulnerando al sujeto a desarrollar un trastorno de ansiedad que
facilitaria el consumo de alcohol u otras substancias de abuso y a la larga podria
desarrollarse un trastorno por consumo de substancias. Esta investigacion también
muestra la importancia de una buena calidad de vida en etapas importantes del
desarrollo para prevenir el desarrollo de algunos trastornos psiquiatricos como

trastornos por consumo de substancias o trastorno de ansiedad.
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